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Wstęp 
 
 Wzrastające zapotrzebowanie na energię elektryczną i jednocześnie zmniejszające się 
zasoby paliw kopalnych stwarzają konieczność poszukiwania nowych, odnawialnych źródeł 
energii. Od wielu lat obserwuje się zainteresowanie naukowców pozyskiwaniem energii z 
alternatywnych źródeł energii – ogniw i bioogniw paliwowych. Od czasu pierwszego 
bioogniwa enzymatycznego skonstruowanego przez Yahiro w 1964 roku, zaobserwowano 
ogromny postęp w rozwoju bioogniw paliwowych. Pomimo niewielkich gęstości 
uzyskiwanych mocy, ograniczonej trwałości i stabilności cieszą się ciągłym 
zainteresowaniem. Bioogniwa paliwowe, ze względu na niskie gęstości uzyskiwanych prądów 
nie są rozważane jako źródła energii do generowania mocy na szeroką skalę, ale mogą być 
wykorzystane do zasilania przenośnych urządzeń, sensorów, podajników leków czy 
mikroczipów [1].  
 Celem pracy było zaprojektowanie, przygotowanie i scharakteryzowanie efektywnie 
działającego  układu biokatalitycznego  do utleniania glukozy. Poszukiwanie i opracowanie 
efektywnie działającego układu z wykorzystaniem biokatalizatora oraz odpowiedniego 
mediatora do utleniania glukozy jest ważnym zagadnieniem dla technologii ogniw 
paliwowych i bioczujników.  
 Spośród wielu dostępnych paliw, najczęściej wykorzystywanym jest glukoza, ze 
względu na ogólną dostępność oraz obecność we krwi, co sprawia że bioogniwa paliwowe 
mogą zostać wszczepione do żywego organizmu, jako małe urządzenia dostarczające prąd do 
czujników czy rozruszników serca. Najczęściej wykorzystywanym enzymem katalizującym 
reakcje utleniania glukozy jest oksydaza glukozy. Należy ona do grupy enzymów w których 
centrum aktywne umieszczone jest głęboko wewnątrz cząsteczki enzymu, co powoduje że 
transport elektronów z i do powierzchni substratu elektrodowego jest utrudniony. Aby 
zapewnić lepszy kontakt pomiędzy centrum aktywnym enzymu a powierzchnią elektrody 
stosuje się mediatory. TTF oraz NMP należą do grupy związków redoks szeroko stosowanych 
jako mediatory. Obecność tych związków umożliwia efektywny przepływ elektronów z 
centrum redoks oksydazy glukozy do powierzchni elektrody.  
Na rozwój technologii ogniw i bioogniw paliwowych ogromny wpływ miało 
wprowadzenie materiałów nanostrukturalnych, które pozwalają uzyskać większą efektywność 
oraz powierzchnię aktywną przy jednoczesnym obniżeniu ilości materiału. W tym kontekście 
nanomateriały rozumiane są przez materiały katalityczne a także różnego rodzaju matryce. 
Zastosowanie nanorurek węglowych odznaczających się dobrymi właściwościami 
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mechanicznymi, trwałością fizykochemiczną oraz dobrym przewodnictwem znacząco 
wzmacnia transport elektronów, co prowadzi do wzrostu efektywności warstwy 
biokatalitycznej. Dodatkowo, zmodyfikowanie nanorurek węglowych kwasem 4-pirol-1-yl 
benzoesowym wprowadza grupy karboksylowe, które biorą udział w immobilizacji enzymu 
do powierzchni warstwy kompozytowej.  
 Ze względu na stabilność oraz właściwości przewodzące w roztworach obojętnych do 
budowy układu kompozytowego wykorzystano również PEDOT. Jest to polimer 
przewodzący, charakteryzujący się również wysokim przewodnictwem i dużą pojemnością 
elektryczną. Dzięki zastosowaniu PEDOTu otrzymano solidną matrycę do immobilizacji 
biokatalizatora i innych składników układu. Poza tym obecność polimeru przewodzącego 
zwiększa propagację ładunku między enzymem a powierzchnią elektrody. 
 Jak już wcześniej wspomniano, przeniesienie elektronu pomiędzy powierzchnią 
elektrody a unieruchomionym biokatalizatorem jest procesem powolnym lub wręcz 
niemożliwym  do osiągnięcia, ze względu na występujące problemy, takie jak głębokie 
umieszczenie centrum aktywnego w otoczce proteinowej enzymu czy niewłaściwą orientację 
zaadsorbowanego biokatalizatora na powierzchni elektrody. Aby umożliwić efektywne 
przeniesienie elektronu stosuje się nanocząstki metali czy tlenków metali. Zastosowanie 
palladu/tlenku palladu umożliwia efektywne przeniesienie elektronu między centrum 
aktywnym enzymu a powierzchnią elektrody, a także zwiększa powierzchnię aktywną dla 
immobilizacji biokatalizatora. Wprowadzenie nanorurek węglowych wraz z tlenkiem metalu 
do układu przyspiesza proces przeniesienia elektronu. 
  W niniejszej pracy doktorskiej opisano zintegrowane układy kompozytowe, 
wykazujące właściwości bioelektrokatalityczne wobec elektroutleniania glukozy i 
ewentualnego oznaczania w środowisku obojętnym (pH 7.0). 
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Wzrastające problemy z zaopatrzeniem i zanieczyszczeniem oraz globalnym 
ociepleniem  motywują naukowców do poszukiwania alternatywnych źródeł energii.  W 
ostatnich latach obserwuje się coraz większe zainteresowanie elektrochemicznymi źródłami 
energii, zwłaszcza ogniwami i bioogniwami paliwowymi. Pierwsze ogniwo paliwowe 
powstało w 1839 roku, kiedy Grove odwracając elektrolizę wody, połączył tlen i wodór 
uzyskując prąd elektryczny [2]. W wodorowych ogniwach paliwowych, najczęściej 
używanym katalizatorem jest platyna. Pomimo, że jest bardzo efektywna w działaniu, to cena, 
dostępność a także zatruwanie platyny poprzez adsorpcję na jej powierzchni produktów 
pośrednich, powoduje że poszukuje się innych katalizatorów [3]. 
Kiedy Galvani zauważył drgnięcie mięśni w nodze żaby po przepuszczeniu przez nią 
prądu, okazało się, że sygnał elektryczny może  wywołać reakcję biologiczną. Stało się jasne, 
że istnieje związek pomiędzy biologią a elektrycznością. Pierwsze bioogniwo 
mikrobiologiczne, z użyciem bakterii ze szczepu Escherichia coli, zostało zaprezentowane 
dopiero w 1910 roku [4]. Natomiast pierwsze bioogniwo enzymatyczne zostało 
skonstruowane w 1964 przez Yahiro i współpracowników [5]. Wytworzyli oni trzy różne 
bioanody (oparte na oksydazie glukozy, oksydazie aminokwasowej i dehydrogenazie 
alkoholowej) i skonstruowali trzy bioogniwa paliwowe w oparciu o te bioanody.  
Jednym z ważnych potencjalnych zastosowań bioogniw paliwowych jest zasilanie 
implantowalnych urządzeń biomedycznych [6]. Takie bioogniwo umieszczone w organizmie 
może wykorzystywać substancje biochemiczne (np. glukozę i  tlen z krwi) jako paliwo [7]. 
Poza tym bioogniwa mogą być zastosowane jako biosensory, systemy dostarczania leków czy 
mikroelektroniczne urządzenia przenośne. 
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1. Bioogniwa paliwowe 
 
Ogniwa paliwowe to urządzenia zamieniające energię chemiczną w elektryczną. Na 
anodzie zachodzi utlenianie paliwa, na katodzie redukcja tlenu przy użyciu katalizatorów 
metalicznych, tak długo, jak długo dostarczane jest paliwo i utleniacz. Klasyczne ogniwa 
paliwowe oparte są na nieselektywnych katalizatorach metalicznych, takich jak platyna i jej 
stopy. Ostatnie badania skupiają się głównie na poszukiwaniu katalizatorów, które nie będą 
deaktywowane poprzez zatrucie powierzchni, na minimalizacji zużycia katalizatora w celu 
redukcji kosztów, oraz zapobieganiu „crossover”. W enzymatycznych bioogniwach 
paliwowych enzymy są wykorzystywane do utleniania paliwa na anodzie i redukcji utleniacza 
na katodzie. Bioogniwa paliwowe są rodzajem ogniw paliwowych, w których 
konwencjonalny katalizator  został zastąpiony biokatalizatorem (enzymem, mikroorganizmem 
czy DNA [8]). Może on być unieruchomiony na elektrodzie lub występować w postaci 
rozpuszczonej w roztworze elektrolitu. Zasada działania jest taka sama jak w przypadku 
ogniw paliwowych. Na anodzie jest utleniane paliwo, wydzielone elektrony wędrują 
obwodem elektrycznym do katody, co prowadzi do wygenerowania prądu elektrycznego. 
Ostatecznie elektrony, które dotarły do katody łączą się z utleniaczem (zazwyczaj tlenem) i 
protonami tworząc produkt (zazwyczaj wodę).  
 
Rys.1. Schemat bioogniwa paliwowego.  
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Zasada działania i główne komponenty enzymatycznego bioogniwa paliwowego zostały 
przedstawione na rys.1.  
W porównaniu z tradycyjnymi bateriami, bioogniwa mogą działać w łagodniejszych, 
zbliżonych do otoczenia warunkach: w bardziej umiarkowanych  temperaturach (20 - 40 ˚C)   
i w bardziej obojętnym pH (6.0-8.0) [9].                                                                                       
Bioogniwa paliwowe, ze względu na zastosowany układ biologiczny możemy 
podzielić na mikrobiologiczne (oparte na żywych organizmach, np. bakteriach) i 
enzymatyczne (oparte na enzymach wyizolowanych z żywych organizmów). 
Mikrobiologiczne ogniwa paliwowe charakteryzują się długim czasem działania (nawet do 5 
lat) [10] i zdolnością do całkowitego utlenienia cukrów do dwutlenku węgla [11]. Są 
natomiast ograniczone niską gęstością prądową z powodu wolnego transportu poprzez błonę 
komórkową [12]. Enzymatyczne bioogniwa paliwowe cechuje natomiast wysoka gęstość 
prądowa (jednakże nadal niższa niż w konwencjonalnych ogniwach paliwowych), ale tylko 
częściowo utleniają paliwo oraz mają ograniczony czas działania, co wynika z natury 
enzymów [13]. W większości publikacji enzymatyczne bioogniwa paliwowe opierają się na 
jednym enzymie, ale w wielu przypadkach (np. podczas utleniania etanolu) należałoby 
zastosować wiele enzymów aby całkowicie utlenić paliwo. Ponadto enzymy są białkami, 
które mają strukturę 3D i muszą ją zachować, żeby być aktywne katalitycznie.  Jednakże 
tylko niektóre oksydoreduktazy są stabilne w roztworze, wiele dehydrogenaz traci swoją 
strukturę w roztworze albo ulega denaturacji w przeciągu 3 dni, w zależności od stabilności 
enzymu [14]. Poza tym enzymy są lepszymi biokatalizatorami niż mikroorganizmy, nie tylko 
ze względu na specyficzność wobec substratu (co może eliminować potrzebę użycia 
membrany w takich bioogniwach) [15], wysoką aktywność katalityczną z niskim 
nadpotencjałem dla przetworzenia substratu, łagodne warunki działania (temperatura 
otoczenia, pH obojętne) ale także ze względu na niski koszt, odnawialność oraz 
biodegradowalność [16].  
 
1.1. Mikrobiologiczne ogniwa paliwowe 
 
 Mikrobiologiczne ogniwa paliwowe (MFC) są urządzeniami wykorzystującymi 
mikroorganizmy (bakterie lub grzyby [17]), które przekształcają materię organiczną w 
elektryczność. Źródłem mikroorganizmów są zazwyczaj osady denne, próbki gleb i ścieki 
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[18, 19], a także próby wcześniej aktywowanych osadów pochodzących z procesów 
oczyszczania ścieków przez rośliny czy z działającego wcześniej innego MFC [20, 21].  
Mikrobiologiczne bioogniwo paliwowe składa się z przedziału anodowego i 
katodowego oddzielonych od siebie półprzepuszczalną membraną wymiany protonów (rys. 
2). Znajdujące się w przedziale anodowym mikroorganizmy utleniają materię organiczną i 
przekazują elektrony do katody, jednocześnie uwalniając do roztworu protony. 
Przemieszczanie się elektronów w kierunku katody, w sytuacji występowania różnicy 
potencjałów, powoduje generowanie prądu.  
 
Rys. 2. Schemat bezpośredniego mikrobiologicznego bioogniwa paliwowego.  
Pierwszym i najprostszym modelem MFC było ogniwo dwukomorowe. Jednak ze 
względu na konieczność napowietrzania roztworu w przedziale katodowym, podjęto próby 
modyfikacji tego podstawowego modelu. Skonstruowano ogniwo jednokomorowe, w którym 
katoda miała bezpośredni kontakt z powietrzem. Stało się to możliwe po usunięciu membrany 
półprzepuszczalnej [22]. 
 Najwyższe gęstości mocy otrzymuje się w mikrobiologicznych ogniwach paliwowych, 
w których na anodzie bakterie rosną w postaci biofilmu [11]. Są one skupiskiem 
wielogatunkowych mikroorganizmów o zróżnicowanej strukturze przestrzennej, która 
odgrywa istotną rolę w przeniesieniu elektronów z powierzchni komórki do anody. 
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Zastosowanie biofilmu umożliwia bezpośredni kontakt między komórkami a powierzchnią 
elektrody [23]. 
 Istotnym zagadnieniem jest przeniesienie elektronów między komórką bakterii a 
elektrodą. Możemy wyróżnić cztery sposoby transferu elektronów: 
 -  bezpośredni – gdy centrum aktywne enzymów błonowych znajduje się w 
bezpośrednim kontakcie z elektrodą. Przeniesienie elektronów w tym przypadku może być 
utrudnione, ze względu na odległość centrum aktywnego enzymu od powierzchni anody, 
spowodowane umiejscowieniem enzymu głęboko wewnątrz osłony bakteryjnej. Jeśli 
natomiast  enzymy są zlokalizowane na powierzchni osłon bakteryjnych i ich centra aktywne 
znajdują się w zewnętrznych częściach otoczki białkowej, obserwuje się dosyć szybki 
transport elektronów. 
 -  bezpośredni z wykorzystaniem nanodrutów, które ułatwiają przeniesienie 
elektronów poprzez stabilizację kontaktu bakterii z powierzchnią elektrody. Nanodruty są 
strukturami białkowymi o długości 2-3 µm, występującymi tylko u niektórych gatunków 
bakterii. Są dobrymi przewodnikami, pośredniczącymi nie tylko w kontakcie między 
bakteriami  a elektrodą, ale także w kontakcie między komórkami bakterii.  
 -  pośredni z wykorzystaniem mediatora redoks, naturalnie występującego 
(wytwarzanego przez bakterie) lub dodanego do układu. Zastosowanie mediatorów znacznie 
zwiększa szybkość transportu między bakteriami a powierzchnią elektrody. Mediatory 
wytwarzane przez bakterie są stabilnymi związkami niskocząsteczkowymi, które mogą 
dyfundować poprzez kanały enzymatyczne i transportować elektrony z centrum aktywnego 
enzymu do powierzchni anody.  
 -    bezpośrednie utlenienie na anodzie produktów metabolizmu eksportowanych przez 
mikroorganizmy. Bakterie mogą wykorzystywać produkty metabolizmu pierwotnego i 
wtórnego. Powstające jednak  w procesie produkty nie mające znaczenia elektrochemicznego, 
obniżają wydajność pracy ogniwa [24]. 
 Istotną praktyczną kwestią aby móc zastosować mikrobiologiczne ogniwo paliwowe 
jako alternatywne źródło odnawialnej energii jest wydajność tego ogniwa. W latach 90-tych 
XX wieku mikrobiologiczne ogniwa paliwowe były w stanie generować prąd jedynie o 
niskiej gęstości mocy (poniżej 0.1 mW/cm2) [25]. Udoskonalenie technologii pozwoliło na 
uzyskanie gęstości mocy równej 1500 mW/cm2 [26] czy 5850 mW/cm2 [27]. Trzeba jednak 
podkreślić, że są to wartości dla ogniw zasilanych czystymi substratami, takimi jak glukoza 
czy octany. Jeśli jako paliwo wykorzystuje się ścieki, które są mieszaniną związków 
organicznych, uzyskuje się dużo niższe wartości.  
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Na wydajność pracy mikrobiologicznego bioogniwa paliwowego wpływa wiele 
parametrów biologicznych, fizycznych czy chemicznych. Są to:   
 rodzaj i gęstość komórek wykorzystywanych do konstrukcji bioanody;         
 temperatura i pH panujące w bioogniwie,     
 jakość substratu, 
 sposób zasilania ogniwa, 
 czynniki związane z budową ogniwa, takie jak stosunek powierzchni elektrod i        
odległość między nimi, materiał z którego je wykonano, powierzchnia membrany     
jonowymiennej czy  wielkość całego reaktora,    
 stężenie tlenu w przedziale katodowym, 
 kinetyka reakcji redukcji.                                                                          
 Optymalizacja procesu polega na konstruowaniu nowych katod, poszukiwaniu 
nowych, lepszych  materiałów tworzących membrany jonoselektywne czy stosowaniu 
katalizatorów reakcji, np. platyny, która zwiększa kontakt tlenu z katodą i efektywnie 
redukuje nadpotencjał pojawiający się na elektrodzie, co prowadzi do zwiększenia napięcia 
generowanego przez mikrobiologiczne ogniwa paliwowe. Największym problemem jednak 
jest przejście z eksperymentów prowadzonych na skalę laboratoryjną  do skali przemysłowej. 
Zwiększenie rozmiaru reaktora nie generuje proporcjonalnie większej mocy do małego 
ogniwa. Rozwiązaniem tego problemu może być szeregowe lub równoległe połączenie 
pojedynczych ogniw, które pozwala uzyskiwać większe napięcie lub prądy. Jednocześnie 
zaobserwowano zmniejszenie napięcia w obwodzie. W celu zmniejszenia strat energii próbuje 
się zmniejszać przestrzeń wzajemnego przepływu substratu lub zwiększać odległości między 
elektrodami.  
Mikrobiologiczne bioogniwa paliwowe mogą znaleźć zastosowanie w utylizacji 
ścieków przemysłowych, do odsalania wody morskiej, bioremediacji gleb, produkcji wodoru, 
zasilania przenośnych urządzeń elektrycznych i stacji telemetrycznych (osadowe ogniwa 
mikrobiologiczne) oraz jako biosensory [24]. 
 
1.2. Enzymatyczne bioogniwa paliwowe 
 
Enzymatyczne bioogniwa paliwowe wykorzystują enzymy jako katalizatory utlenienia 
paliwa na anodzie i/ lub redukcji utleniacza na katodzie, w celu wygenerowania prądu 
elektrycznego. W pełnych enzymatycznych bioogniwach paliwowych enzymy są 
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wykorzystywane zarówno do konstrukcji anody i katody, natomiast w hybrydowych jedna z 
elektrod oparta jest na katalizie enzymatycznej natomiast druga wykorzystuje tradycyjne 
katalizatory, jak w ogniwach paliwowych.         
Enzymy zbudowane są z apoenzymu (część białkowa) i kofaktora (niebiałkowa część). 
Obecność kofaktora zapewnia transport między enzymem a substratem. Kofaktor może być 
szczelnie (ciasno) związany z enzymem bądź uwalniany z otoczki białkowej w czasie reakcji.  
Bioogniwa paliwowe możemy podzielić ze względu na sposób przeniesienia ładunku [28]. 
Proces transportu elektronów między biokatalizatorem a podłożem elektrodowym może 
przebiegać według mechanizmu bezpośredniego (DET) lub mediowanego (MET).  
W procesie bezpośredniego przeniesienia elektronu, jest on transportowany z centrum 
aktywnego enzymu do podłoża elektrodowego i na odwrót. Cały proces jest transformacją 
redoks substratu i jest katalizowany enzymatycznie. Szybkość przeniesienia elektronu zależy 
wykładniczo od odległości pomiędzy centrum aktywnym enzymu a elektrodą. Aby zaszło 
bezpośrednie przeniesienie elektronu ta odległość musi być większa niż 2 nm [28]. Dla tych 
enzymów ważna jest również właściwa orientacja enzymu na elektrodzie. Jednakże, nawet 
jeśli odległość jest dostateczna aby zaszło bezpośrednie przeniesienie elektronu, może to być 
niewystarczające do zajścia reakcji, gdyż może następować blokowanie dostępu substratu do 
centrum aktywnego.  
Alternatywą dla bezpośredniego przeniesienia elektronu jest przeniesienie elektronu z 
użyciem mediatora. Jest to związek redoks, który bierze udział w przenoszeniu elektronów 
między elektrodą a miejscem aktywnym enzymu. Zatem immobilizacja enzymu i mediatora 
umożliwia usunięcie membrany i pozwala na  miniaturyzację ogniw paliwowych.  
 
1.2.1. Enzymy jako biokatalizatory 
 
Katalizatory przyspieszają szybkość reakcji poprzez obniżenie energii aktywacji stanu 
przejściowego w stosunku do stanu podstawowego, co prowadzi do obniżenia energii 
aktywacji. Enzymy są białkami produkowanymi przez żywe organizmy, umożliwiającymi 
specyficzne reakcje biologiczne przy zachowaniu niezmienionej struktury. Reakcje, które są 
katalizowane przez enzymy są przyspieszane 105-1011 razy [29]. 
Enzymy zapoczątkowują biokatalizę poprzez wiązanie substratu do centrum 
aktywnego enzymu i tworzenie kompleksu enzym-substrat, który przechodzi w kompleks 
aktywny a następnie jest przekształcany w produkt i uwalniany do roztworu. Wiele enzymów, 
które katalizują reakcje redoks posiadają grupy prostetyczne, które zawierają jeden lub więcej 
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jonów metali i wymagają dodatkowych cząsteczek organicznych, zwanych koenzymem lub 
kofaktorem które uczestniczą w przekazywaniu elektronu.  
Enzymy charakteryzują się dużą specyficznością pod względem katalizowanej reakcji 
i substratów, w związku z tym rzadko występują reakcje uboczne.  
Enzymy możemy sklasyfikować według typu katalizowanych reakcji. Wyróżniamy: 
oksydoreduktazy (utlenianie – redukcja), transferazy (przenoszenie grup), hydrolazy (reakcje 
hydrolizy), liazy (tworzenie wiązań podwójnych poprzez dodanie lub usunięcie grup), 
izomerazy (wewnątrzcząsteczkowe przeniesienie grup – izomeryzacja) i ligazy (łączenie 
dwóch substratów na koszt hydrolizy ATP). 
Aktywność wielu enzymów jest hamowana poprzez wiązanie małych cząsteczek lub 
jonów, tzw. inhibitorów. Inhibicja może przebiegać w sposób odwracalny lub nieodwracalny. 
W przypadku inhibicji nieodwracalnej inhibitor wiąże się na tyle silnie z enzymem, że 
dysocjacja od hamowanego enzymu przebiega bardzo powoli. Inhibicja odwracalna 
charakteryzuje się szybką dysocjacją kompleksu enzym-inhibitor i można podzielić ją na 
kompetencyjną i niekompetencyjną. W pierwszym przypadku enzym może wiązać substrat 
lub inhibitor, który zmniejsza szybkość katalizy poprzez zmniejszenie liczby cząsteczek 
enzymu wiążących substrat. Zjawisko to możemy ograniczyć poprzez zastosowanie wyższego 
stężenia substratu [30]. W drugim przypadku substrat i inhibitor mogą wiązać się 
jednocześnie z cząsteczką enzymu, co uniemożliwia przyjęcie przez enzym odpowiedniej 
konformacji i powoduje zmniejszenie zdolności katalitycznych enzymu [31].  
 
1.2.2. Kinetyka reakcji enzymatycznych 
 
Koncepcję reakcji katalizowanej enzymatycznie zaproponowali w 1913 roku Leonor  
Michaelis i Maud Leonor Menten. Według tego modelu enzym (E) łączy się z substratem (S) 
czyli reagentem, tworząc kompleks ES, charakteryzujący się stałą szybkości k1. Powstały 
kompleks może dysocjować do E i S (ze stałą szybkości k2) lub przekształcić się w produkt 
(P) ze stałą szybkości k3 [31]: 
 
 
                                                                                                             Równanie 1 
 
Szybkość procesu enzymatycznego jest zależna od łatwości tworzenia kompleksu 
enzymu z substratem (reagentem). Przy małych stężeniach substratu szybkość reakcji jest 
E + S   ES E + P 
k
1
 
k
2
 
k
3
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proporcjonalna do stężenia substratu, natomiast przy wyższych stężeniach zmierza do 
wartości maksymalnej i staje się niezależna od stężenia substratu. Ogólną zależność szybkości 
reakcji enzymatycznej od stężenia substratu opisuje równanie, nazwane równaniem 
Michaelisa-Menten: 
                                                         V = 
𝑽𝒎𝒂𝒙 [𝑺]
𝑲𝑴+[𝑺]
                                            Równanie 2 
gdzie, 
V – szybkość reakcji (mol/s), 
Vmax – maksymalna szybkość reakcji (mol/s), 
[S] – stężenie substratu (mol/dm3), 
KM – stała Michaelisa-Menten (mol/dm
3
). 
 
Rozwiązaniem równania jest krzywa na rysunku 3 : 
 
 
Rys.3. Wykres zależności szybkości reakcji od stężenia substratu dla enzymu, zachowującego 
się zgodnie z kinetyką Michaelisa-Menten. 
 
 Stała Michaelisa-Menten jest wielkością charakterystyczną dla danego enzymu, 
zależną od substratu, temperatury i pH, oraz niezależną od stężenia enzymu. Jest to wielkość 
określająca stężenie substratu, przy którym szybkość reakcji enzymatycznej jest równa 
połowie szybkości maksymalnej (rys. 3). Stała ta jest miarą powinowactwa enzymu do 
substratu. Im mniejsza wartość stałej tym wyższe powinowactwo enzymu do substratu.  
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 Praktyczną metodą określenia stałej Michaelisa-Menten jest metoda graficzna. 
Przekształcając równanie Michaelisa-Menten otrzymujemy równanie Lineweavera-Burka:  
 
𝟏
𝑽
 = 
𝑲𝑴
𝑽𝒎𝒂𝒙
 · 
𝟏
[𝑺]
 + 
𝟏
𝑽𝒎𝒂𝒙
                                     Równanie 3 
 
Przekształcenie ma na celu uzyskanie równania o ogólnej postaci linii prostej. Na osi 
rzędnych odkłada się wartość 1/V a na osi odciętych wartość 1/[S]. Wówczas równanie daje 
linię prostą, której nachylenie jest równe KM/Vmax. Linia ta przecina oś rzędnych w punkcie 
1/Vmax, a oś odciętych w punkcie 1/KM. w ten sposób możemy wyznaczyć stałą Michaelisa-
Menten KM oraz maksymalną szybkość Vmax  (rys. 4). 
 
Rys. 4. Krzywa Lineweavera-Burka. 
 
 
1.2.3. Immobilizacja enzymów 
 
Istotnym wyzwaniem w konstrukcji elektrod używanych w bioogniwach paliwowych 
jest immobilizacja enzymu na elektrodzie, tak aby zachował swoją aktywność biologiczną i 
charakteryzował się długim czasem życia. Enzymy są białkami, które w buforze żyją od 8 
godzin do 2 dni [1] ale ich czas działania można wydłużyć poprzez unieruchomienie na 
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elektrodzie. Ważna jest właściwa orientacja i wzajemne oddziaływanie między enzymem a 
powierzchnią elektrody. 
 Immobilizację enzymu możemy podzielić na chemiczną, fizyczną i kombinowaną.  
Według innego kryterium immobilizację enzymów można podzielić na odwracalną 
(adsorpcja, wiązanie jonowe, wiązanie wykorzystujące powinowactwo chemiczne i wiązanie 
z udziałem metalu) i nieodwracalną (wiązanie kowalencyjne oraz pułapkowanie) [32]. 
Do metod fizycznych zaliczamy adsorpcję enzymów na porowatych nośnikach, 
pułapkowanie w żelach oraz mikrokapsułkowanie i zamykanie enzymów w obszarach 
transbłonowych. Adsorpcja jest najłatwiejszą i najwcześniej stosowaną techniką 
immobilizacji [33]. Materiałami wykorzystywanymi do immobilizacji enzymu przez 
adsorpcję są m. in.: węgiel aktywny, tlenek glinu czy żywica jonowymienna. Wzajemne 
oddziaływania między enzymem a powierzchnią matrycy realizowane są poprzez słabe 
wiązania, m. in. wodorowe, hydrofobowe, jonowe i siły van der Waalsa. Wadą tych metod 
jest podatność na wymywanie i krótki czas życia immobilizowanych enzymów [34]. Enzymy 
mogą być również pułapkowane w syntetycznych lub naturalnych sieciach polimerowych, 
które są przepuszczalnymi membranami umożliwiającymi przejście substratów i produktów, 
ale zatrzymującymi enzym wewnątrz sieci. Jest to metoda tania i szybka, przebiegająca w 
łagodnych warunkach. Zastosowany materiał chroni enzym przed zanieczyszczeniami 
mikrobiologicznymi, białkowymi i enzymatycznymi w mikrootoczeniu. W metodzie 
mikrokapsułkowania cząsteczka enzymu jest zamykana wewnątrz sferycznej, 
półprzepuszczalnej membrany. Wadą tej metody jest inaktywacja enzymu podczas 
kapsułkowania i ograniczenie przenikania masy [35].  
Metody chemiczne polegają na tworzeniu wiązania kowalencyjnego między enzymem 
i matrycą (np. krzemionka, szkło, modyfikowana celuloza, tlenki metali) lub agregacji, 
zwanej sieciowaniem poprzecznym. Wiązanie kowalencyjne zapewnia trwałe związanie 
enzymu z matrycą, jednak nie jest wolne od wad. Często stosuje się drastyczne warunki, w 
których przebiegają reakcje, co może powodować częściową denaturację i spadek aktywności 
enzymu. Sieciowanie (ang. cross-linking) polega na łączeniu cząstek białka enzymatycznego 
ze sobą za pomocą reagenta dwufunkcyjnego w duże, nierozpuszczalne agregaty. Enzymy 
mogą być połączone między sobą lub za pośrednictwem obojętnych białek, np. albumin.  
Najczęściej wykorzystywanymi związkami dwufunkcyjnymi są aldehyd glutarowy i 
heksanodikarboksyimidynian dimetylu. Zaletą metody jest wyeliminowanie udziału nośnika, 
jednak usieciowanie powoduje ograniczenie dostępu substratu do centrum aktywnego 
enzymu. 
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Dobrym sposobem unieruchomienia enzymów jest metoda wykorzystująca 
specyficzne powinowactwo biokatalizatorów. Pozwala ona na trwałe związanie enzymu z 
ligandem, ale odwracalne w odpowiednich warunkach. Wyróżniane są dwa rodzaje tej 
metody. Pierwsza polega na aktywacji matrycy która zawiera podstawnik a następnie dodanie 
enzymu. Zaletą tej metody jest to, że wiązanie przebiega w łagodnych warunkach temperatury 
i pH. Druga metoda polega na modyfikacji enzymu, tak aby miał zdolność do związania się z 
matrycą.  
W metodzie wiązania z metalem, wytwarzane są kompleksy z nośnikiem i białkiem. 
Najpierw wytwarzane są chelaty z grupami hydroksylowymi nośnika, a następnie po odmyciu 
nadmiaru jonów dodawane jest białko. Rozdzielenie enzymu i nośnika następuje poprzez 
obniżenie pH [35]. Enzymy unieruchomione za pomocą tej metody odznaczają się wyższą 
aktywnością i większa stabilnością w porównaniu z enzymami zaimmobilizowanymi metodą 
fizyczną. Ze względu na obecność jonów metali przejściowych, metoda ta ma ograniczone 
zastosowanie.   
Do metod kombinowanych (które łączą w sobie obie metody) możemy zaliczyć:  
inkluzję i wiązanie kowalencyjne, adsorpcję i sieciowanie oraz agregację i 
mikrokapsułkowanie. Schemat przedstawiający wymienione metody immobilizacji został 
przedstawiony na  rysunku 5. 
              
          (a)                                                (b)                                               (c) 
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            (d)                          (e)                              (f)                               (g) 
Rys. 5. Schemat przedstawiający różne metody immobilizacji enzymów: wiązanie 
kowalencyjne (a), pułapkowanie (b), kapsułkowanie (c), adsorpcja (d), wiązanie jonowe (e), 
powinowactwo chemiczne (f), wiązanie z metalem (g ) [35]. 
Unieruchomione enzymy, niezależnie od zastosowanej metody immobilizacji 
charakteryzują się wspólnymi cechami: 
 zachowana zdolność katalityczna, 
 wydłużony czas życia/działania, 
 odporność na działanie inhibitorów i denaturację termiczną, 
 zwiększona odporność na atak biologiczny, 
 nierozpuszczalność w środowisku reakcji, 
 zmiana optymalnych warunków działania (pH, temperatura), 
 parametry kinetyczne unieruchomionych enzymów różne od parametrów 
enzymów rozpuszczonych, 
 często zmniejszona aktywność unieruchomionego enzymu [36]. 
 
1.2.4. Wykorzystanie oksydazy glukozy (GOx) do utlenienia glukozy 
 
W ostatnich czasach badania naukowców skupiają się na wykorzystaniu glukozy jako 
paliwa (z powodu dostępności we krwi i innych tkankach) w enzymatycznych bioogniwach 
paliwowych, które mogłyby zostać zaimplantowane w organizmach żywych. 
Oksydaza glukozy (GOx) jest enzymem modelowym, który katalizuje reakcję 
utlenienia β-D-glukozy do kwasu glukonowego i nadtlenku wodoru, wykorzystując tlen 
cząsteczkowy jako akceptor elektronów [37]. Reakcja ta przebiega dwustopniowo. W 
22 
 
pierwszym etapie najpierw GOx katalizuję reakcję utleniania β-D-glukozy do D-
glukonolaktonu, który następnie ulega hydrolizie do kwasu glukonowego. W następstwie 
dinukleotyd flawinoadeninowy (FAD) jest redukowany do FADH2. W drugim etapie 
zredukowana forma GOx jest utleniana za pomocą tlenu z wytworzeniem nadtlenku wodoru 
(rys. 6) [38].  
 
 
Rys. 6. Reakcja utleniania β-D-glukozy. 
 
Oksydaza glukozy jest dimeryczną proteiną zbudowaną z dwóch identycznych 
łańcuchów polipeptydowych związanych kowalencyjnie mostkiem disiarczkowym (rys. 7). 
Masa cząsteczkowa enzymu  waha się w granicach 130-175 kDa [39].  
Oksydaza glukozy charakteryzuje się stabilnością, selektywnością w stosunku do 
substratu, szybkim obrotem enzymu i ogólną dostępnością. Jest enzymem wysoce 
specyficznym wobec β-D-glukozy i wykazuje minimalną aktywność wobec innych cukrów.  
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Rys. 7. Struktura krystalograficzna oksydazy glukozy ze szczepu Aspergillus Niger [40].  
 
Glukoza jest utleniania w obecności tlenu na węglu C-1 do glukonolaktonu, który 
następnie jest hydrolizowany do kwasu glukonowego. Ta właściwość strukturalna oraz 
regioselektywność reakcji pozwala na rozróżnienie między oksydazą glukozy a oksydazą 
piranozy, która jest homotetramerem i katalizuje reakcję utleniania D-glukozy na węglu C-2 
[37]. Aktywność enzymów jest zależna od kilku czynników. Między innymi pH ma istotny 
wpływ na zachowanie odpowiedniej konformacji enzymu (optymalne pH dla oksydazy 
glukozy jest równe 5.0 – 7.0). Enzymy są wrażliwe na zmianę temperatury. Zależność między 
szybkością reakcji enzymu i temperaturą przebiega wykładniczo. Każde podwyższenie 
temperatury o 10°C powoduje dwukrotny wzrost szybkości reakcji. W temp. w zakresie 40–
70°C wiele enzymów ulega denaturacji i traci swoja aktywność. Najniższa optymalna 
temperatura dla oksydazy glukozy to 25–30 °C [41] a najwyższa – 40–60°C [42].  
Oksydaza glukozy jest wykorzystywana komercyjnie, ze względu na szerokość jej 
zastosowań w przemyśle chemicznym, farmaceutycznym, biotechnologicznym czy 
spożywczym. GOx jest szeroko stosowanym enzymem do oznaczania glukozy (do 
kontrolowania poziomu cukru u diabetyków, środków konserwujących i stabilizatorów koloru 
w żywności) ze względu na niski koszt i stabilność. Była stosowana również do produkcji 
kwasu glukonowego i jako składnik pasty do zębów [43]. 
Głębokie umiejscowienie FAD wewnątrz białka sprawia, że bezpośrednie 
przeniesienie elektronu jest utrudnione, ale nie niemożliwe. Liczne publikacje opisują DET 
dla glukozy na nanorurkach węglowych bądź nanocząstkach złota [44]. Jednak kilka z tych 
publikacji donosi, że prąd katalityczny dla utlenienia glukozy przy potencjale redoks dla pary 
FAD/FADH2 jest mało użyteczny aby mógł być zastosowany jako anoda w bioogniwie 
paliwowym. Ograniczenia związane z potencjałem redoks dla pary FAD /FADH2 mogą 
zostać pokonane poprzez zastosowanie mediatorów. Pierwszy raz mediator został 
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zademonstrowany dla oksydazy glukozy przez Cassa i współpracowników [45]. Na 
elektrodzie grafitowej unieruchomiona została pochodna ferrocenu wraz z oksydazą glukozy. 
Pochodne ferrocenu wykazują wysoki potencjał redoks (ok. 0.35 V vs Ag/AgCl), 
przyczyniając się do spadku napięcia ogniwa jeśli zostanie on użyty jako mediator anodowy.  
 
1.2.5. Proces przeniesienia elektronu między enzymem a powierzchnią 
elektrody 
 
Enzymy można podzielić na trzy grupy w zależności od położenia centrum aktywnego 
[46, 47]. Do pierwszej grupy zaliczamy enzymy zawierające dinukleotyd 
nikotynoamidoadeninowy (NADH/NAD
+
) lub fosforan dinukleotydu 
nikotynoamidoadeninowego (NADPH/NAD
+) jako centrum redoks, które jest słabo związane 
z częścią białkową enzymu  (np. dehydrogenaza glukozowa i dehydrogenaza alkoholowa) 
(rys. 8 a). W drugiej grupie znajdują się enzymy, w których  centrum redoks jest dogodnie 
ulokowane na/lub blisko powierzchni otoczki białkowej (np. peroksydaza chrzanowa, 
katalaza i cytochrom c) (rys. 8 b). Do ostatniej grupy zaliczamy enzymy z silnie związanym 
centrum aktywnym z otoczką proteinową (np. oksydaza glukozy) (rys. 8 c). 
 
 
Rys. 8. Podział enzymów w zależności od położenia centrum aktywnego: (a) dyfuzyjne 
centrum aktywne, (b) centrum aktywne umieszczone peryferyjnie, (c) centrum aktywne 
umieszczone głęboko w otoczce białkowej. 
 
W przypadku dwóch pierwszych grup możliwe jest bezpośrednie przeniesienie 
elektronu  pomiędzy centrum aktywnym enzymu a powierzchnią elektrody, jednak w 
przypadku drugiej grupy ważna jest  właściwa orientacja enzymu na elektrodzie. Enzymy 
należące do trzeciej grupy nie są zdolne do przeniesienia elektronu między centrum 
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aktywnym a elektrodą z powodu dużej odległości (> 21 A) pomiędzy centrum aktywnym 
enzymu a powierzchnią elektrody. W tym przypadku, aby umożliwić kontakt z elektrodą dla 
enzymów mających centrum aktywne umieszczone głęboko w otoczce białkowej stosuje się 
mediatory [48] (rys. 9).  
 
Rys.9. DET (a)  i MET (b). 
 
1.2.5.1. Proces przeniesienia elektronu z mediatorem (MET) 
 
Większość enzymów unieruchomionych na elektrodzie nie jest w stanie przenosić 
elektronów do powierzchni elektrody w sposób bezpośredni [49], więc konieczne jest 
zastosowanie mediatora. Kontakt między centrum aktywnym enzymu a powierzchnią 
elektrody reguluje sprawność ogniwa. Centrum aktywne w większości oksydoreduktaz jest 
głęboko umieszczone w otoczce białkowej, co utrudnia kontakt z elektrodą. W 
enzymatycznych bioogniwach paliwowych, mediator uczestniczy w przeniesieniu elektronu 
między koenzymem a powierzchnią elektrody [14]. Mimo, że przygotowanie bioelektrody z 
mediatorem wymaga więcej wkładu, MET (ang. mediated electron transfer) jest preferowany 
bardziej niż DET (ang. direct electron transfer), z racji możliwości uzyskania wyższej mocy 
wyjściowej. Mediatory są to związki redoks o różnej budowie i właściwościach. Działają jako 
przekaźniki elektronów oparte na mechanizmie dyfuzyjnym, który może skracać dystans 
pomiędzy centrum aktywnym biokatalizatora a elektrodą [50]. Idealny mediator powinien 
charakteryzować się trwałością fizykochemiczną zarówno formy utlenionej jak i 
zredukowanej, wysoką szybkością wymiany elektronu dla pary redoks mediatora z 
biokatalizatorem i elektrodą, potencjał pary redoks mediatora powinien być odpowiednio 
dobrany do potencjału redoks centrum aktywnego enzymu [51, 52]. Mediacja może 
przebiegać w sposób homogeniczny lub heterogeniczny. W przypadku układu 
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homogenicznego, mediator i enzym są rozproszone w roztworze. Natomiast kiedy mediator 
jest dodany do roztworu lub unieruchomiony na elektrodzie mamy układ heterogeniczny. 
Pomiędzy tymi układami istnieją znaczące różnice. Kiedy mediator jest zaadsorbowany na 
elektrodzie, jego lokalne stężenie może być podwyższone, prowadząc do trudności w 
porównaniu do sytuacji gdy mediator jest w roztworze. Zagadnienie to dotyczy również 
unieruchomionych enzymów, w przypadku których dodatkowo różna jest kinetyka niż dla 
enzymów znajdujących się w roztworze [53]. 
Zastosowanie mediatorów niesie ze sobą wiele korzyści, m. in. pomiary są praktycznie 
mniej zależne od stężenia tlenu, potencjał enzymatycznej elektrody pracującej jest 
zdeterminowany przez potencjał utleniania mediatora, użycie mediatora z niskim potencjałem 
utleniania zapobiega interferencjom ze strony niepożądanych substancji a także jeśli 
utlenienie zredukowanego mediatora nie wymaga protonów, to powoduje, że elektroda z 
enzymem staje się względnie niewrażliwa na zmiany pH [51]. 
Początkowo badania nad MET w bioogniwach paliwowych skupiały się na dodaniu 
mediatora do elektrolitu podstawowego, co powodowało konieczność zastosowania 
membrany pomiędzy półogniwami aby zapobiec reakcjom krzyżowym pomiędzy enzymami i 
mediatorami mogącymi powodować zwarcie ogniwa [54]. Immobilizacja mediatora i enzymu 
na powierzchni elektrody pozwala na usunięcie półprzepuszczalnej membrany, co umożliwia 
miniaturyzację bioogniwa.  
Struktura chemiczna mediatora ma wpływ na szybkość przeniesienia elektronu 
pomiędzy mediatorem a enzymem. W przypadku oksydazy glukozy postuluje się, że zawada 
steryczna mediatora w czasie zbliżania się do miejsca aktywnego enzymu może znacznie 
spowolnić szybkość przeniesienia elektronu [54]. Wydajność bioogniwa w znacznym stopniu 
zależy od właściwości i aktywności użytego enzymu i mediatora. Sprawność mediatora  
zależy od zakresu jego potencjału redoks, który powinien być możliwie jak najbliższy parze 
redoks enzymu [13]. Według literatury ta różnica potencjałów powinna być nie większa niż 
50 mV [15]. Kiedy potencjał elektrody jest wyższy niż potencjał redoks mediatora, utlenianie 
mediatora następuje na elektrodzie, w odwrotnej sytuacji obserwujemy redukcję mediatora. 
Potencjał redoks dla enzymów zwykle stosowanych w bioogniwach paliwowych leży w 
zakresie -0.35 V vs Ag/AgCl dla oksydazy glukozy ze szczepu Aspergillus Niger [55], 0.58 V 
vs Ag/AgCl dla lakazy (szczep Trametes Versicollor) [56] i 0.67 V vs Ag/AgCl dla oksydazy 
bilirubiny ze szczepu Myrothecium Verrucaria [57]. Według publikacji ferrocen (potencjał 
redoks 0.2 V vs Ag/AgCl) [45] i pochodne chinonu są dobrymi mediatorami dla enzymów. Z 
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powodzeniem stosowane są również kompleksy osmu oraz rutenu, polipirol, ftalocyjanina czy 
barwniki organiczne.  
Ohara i współpracownicy jako jedni z pierwszych wykorzystali osm jako mediator 
[58]. Poza unikalnym współczynnikiem dyfuzji, warstwy te są przenikalne dla substancji 
rozpuszczalnych w wodzie, takich jak substraty czy produkty reakcji enzymatycznych [47]. 
Grupa Leecha [59] skonstruowała bioanodę do bioogniwa glukozo-tlenowego w oparciu o 
funkcjonalizowane kompleksy osmu. Razem z oksydazą glukozy zostały one umieszczone na 
elektrodzie grafitowej. W 5 mM roztworze glukozy uzyskano gęstość prądu o wartości 30 i 70 
µA/cm2 odpowiednio przy potencjale 0.2 i 0.35 V. Jednakże stabilność układu była 
niewystarczająca dla długoterminowego działania. Bioogniwa paliwowe, w których użyto 
polimerów redoks osmu zostały umieszczone w dwóch różnych roślinach: w winogronie [60] 
i kaktusie [61].  
Szeroko stosowanym mediatorem jest również ferrocen. Bioelektroda w kształcie 
cylindrycznej pastylki, powstała poprzez mechaniczną kompresję mieszaniny składającej się z 
grafitu, oksydazy glukozy i mediatora, skutecznie związała enzym na powierzchni elektrody. 
Takie bioogniwo wytwarzało napięcie przy obwodzie otwartym (ang. open circuit voltage, 
OCV) rzędu 0.45 V i gęstość prądu 80 µA/cm2  [62].  
Wszechstronność mediatorów, które mogą być zastosowane wraz z oksydazą glukozy 
pozwala na stworzenie wielu różnych anod. Ferrocen, mimo że jest uważany za niestabilny w 
roztworach wodnych i warunkach utleniających, jest nadal stosowany do konstrukcji bioanod 
ze względu na niskie koszty i korzystne wzajemne oddziaływanie pomiędzy jonami 
ferrocenowymi a centrum aktywnym oksydazy glukozy [63]. Inne podejście w przygotowaniu 
bioanod zostało zaprezentowane przez Katza [64] i Willnera [65], którzy stworzyli unikalną 
elektrodę opartą na zrekonstruowanych enzymach. Najpierw kofaktor został związany z 
cząsteczką przewodzącą i umieszczony na elektrodzie, a następnie do kofaktora został 
dołączony apoenzym. Taki układ został zastosowany w tzw. elektrodach przełączalnych (ang. 
switchable bioelectrodes), który mógł być włączony bądź wyłączony za pomocą prądu 
elektrycznego, pola magnetycznego lub światła [50, 66, 67].  Katz i współpracownicy [6, 68, 
69] opracowali także bioanodę kontrolowaną przez bramkę logiczną enzymu (ang. enzyme 
logic system). Takie elektrody ulegały zmianie w odpowiedzi na zmianę pH (powodowane 
przez różne sygnały biochemiczne) co powodowało aktywację bądź dezaktywację elektrod. 
Przykładem takiej zmiany może być biaonoda (skonstruowana z użyciem polimerów redoks 
osmu) która straciła aktywność w pH ≥7 z powodu utraty elastyczności łańcucha tego 
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polimeru, który był kowalencyjnie związany z elektrodą [70]. W kwaśnym pH polimer 
odzyskał zdolność do przeniesienia elektronu między centrum aktywnym enzymu a elektrodą. 
Aby polepszyć wydajność bioanody na glukozę można zastosować poddaną 
oczyszczaniu  i/lub deglikolyzacji oksydazę glukozy. Wykorzystanie tak przygotowanego 
enzymu pozwalało uzyskać dwukrotnie większą gęstość prądu w porównaniu do bioogniw 
paliwowych, w których użyto komercjalny biokatalizator [71]. 
 
1.2.5.2. Proces bezpośredniego przeniesienia elektronu (DET) 
 
Skonstruowanie bioogniwa opartego na bezpośrednim przeniesieniu elektronu jest 
pożądane, ze względu na możliwość wyeliminowania  mediatora, który oprócz zalet, ma 
również wady takie jak niestabilność, spadek napięcia, możliwa toksyczność i jego 
wyciekanie [72]. Znanych jest ponad 1800 oksydoreduktaz [73], które mogą znaleźć 
potencjalne zastosowanie w enzymatycznych bioogniwach paliwowych. Jednakże, mniej niż 
100 z tych enzymów jest zdolnych do bezpośredniego przeniesienia elektronu między 
centrum aktywnym biokatalizatora a powierzchnią elektrody [49]. Faktycznie, DET 
występuje tylko w tych enzymach, które działają jako przetwornik cząsteczkowy. Innymi 
słowy, w mechanizmie bezpośredniego przeniesienia elektronu, kataliza enzymatyczna i 
reakcje elektrochemiczne nie są oddzielnymi reakcjami, ale unikalnym procesem gdzie 
elektron pełni rolę drugiego substratu [14]. Mechanizm tunelowy elektronów w DET zależy 
od struktury enzymu, umiejscowienia centrum aktywnego, orientacji enzymu na elektrodzie i 
od odległości przeniesienia elektronu [74]. Wysoka szybkość przeniesienia elektronu między 
enzymem a elektrodą jest możliwa jeśli spełnione zostaną powyższe warunki [75]. 
Bezpośrednie przeniesienie elektronu zwiększa selektywność i szybkość transportu masy na 
powierzchni elektrody, ułatwia konstrukcję bioelektrody i sprzyja miniaturyzacji 
enzymatycznych bioogniw paliwowych [76].  
Bezpośrednie przeniesienie elektronu między enzymami a różnymi materiałami 
elektrodowymi, takimi jak węgiel i złoto występuje przy użyciu różnych metod immobilizacji 
i nanostruktur, które odpowiednio ustawiają unieruchomiony  enzym.  
Do niedawna  przypuszczano, że bezpośrednie przeniesienie elektronu przez oksydazę 
glukozy jest niemożliwe, ze względu na to, że kofaktor FAD jest głęboko umieszczony w 
otoczce białkowej enzymu. Jednakże jest wiele prac, potwierdzających ten proces. Godną 
uwagi pracą jest publikacja Zebdy i współautorów, w której dla  anody powstałej poprzez 
sprasowanie zmieszanej oksydazy glukozy z nanorurkami węglowymi uzyskano gęstości 
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prądu dochodzące do 8 mA/cm2. Bezmediatorowe glukozowe bioogniwo paliwowe 
dostarczało wysokie gęstości mocy dochodzące do 1.3 mW/cm2 a napięcie przy obwodzie 
otwartym wynosiło 0.95 V. Ponadto, ogniwo to zachowało stabilność  przez miesiąc [77]. 
Wang i współpracownicy [78] przygotowali multifunkcyjny kompozyt składający się  z 
nanorurek węglowych funkcjonalizowanych polidopaminą i oksydazy glukozy. Otrzymane 
wyniki wykazały wysoką czułość dla utleniania glukozy.  
Oprócz nanorurek węglowych, dobrą strategią w celu wzmocnienia przewodnictwa 
jest wprowadzenie nanocząstek metalicznych. Wang i współpracownicy [79] do konstrukcji 
bioelektrody wykorzystali nanocząstki złota. Tak przygotowaną elektrodę wykorzystano do 
zbudowania bezmediatorowego bioogniwa glukozowo-tlenowego działającego w płynach 
fizjologicznych, takich jak krew czy osocze. Autorzy zarejestrowali maksymalną gęstość 
prądu równą 40µA/cm2  i OCV równe 0.68 V. Po 12 godzinach pracy zaobserwowano jedynie 
20% spadek gęstości mocy.  
Pomimo wielu prac wskazujących bezpośrednie przeniesienie elektronu pomiędzy 
centrum aktywnym oksydazy glukozy a powierzchnią elektrody, która może być zbudowana z 
różnych funkcjonalizowanych materiałów, sprawa nadal jest kontrowersyjna i jest tematem 
dyskusji w wielu pracach. Ta polemika wynika z faktu, że bioelektrokatalityczne utlenienie 
glukozy może być mylone z innymi procesami, które mogą sugerować takie samo 
zachowanie.   
Do skonstruowania bioanod używane są również inne enzymy, takie jak  
dehydrogenazy PQQ-zależne, które są zdolne do utlenienia prostych alkoholi, aldehydów, 
fruktozy czy glukozy. Kofaktorem jest grupa PQQ związana kowalencyjnie z białkiem             
i wieloma kompleksami hemowymi. Mechanizm sugerowany przez Ikedę wskazuje na to,  że 
najpierw w miejscu aktywnym PQQ pojawia się substrat katalizy, następnie elektrony są 
przenoszone do grup hemowych i ostatecznie do elektrody [80]. PQQ-zależna dehydrogenaza 
glukozy była wykorzystywana w komercyjnych biosensorach glukozowych z powodu swojej 
niewrażliwości na tlen [81] a także w bioogniwach paliwowych w zastępstwie oksydazy 
glukozy [82]. Ivnitski i współpracownicy [83] skonstruowali bioogniwo paliwowe na tlen i 
glukozę, gdzie dehydrogenaza glukozy (GDH) została kowalencyjnie przyłączona do 
jednościennych nanorurek węglowych. Zastosowane nanostruktury działały jako „nanodruty 
elektronowe” umożliwiające przenoszenie elektronu między centrum aktywnym GDH a 
powierzchnią węglowej mikroelektrody. Autorzy zaobserwowali nie tylko bezpośrednie 
przeniesienie elektronu ale także aktywność bioakatalityczną wobec glukozy.  
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1.2.6. Glukozowe bioogniwa paliwowe 
 
Glukoza jest jednym z najważniejszych źródeł energii dla organizmów żywych. Jest 
dostarczana za pomocą procesów metabolicznych w wyniku rozkładu węglowodanów a 
następnie całkowitego utlenienia do dwutlenku węgla i wody na drodze różnych tlenowych 
szlaków metabolicznych. W czasie procesu utleniania glukoza może dostarczyć 16 kW 
energii na gram wytwarzając przy tym 12 elektronów na cząsteczkę [84]. Technologia ogniw 
paliwowych opiera się na konwersji energii chemicznej w elektryczną z małych cząstek 
zawierających duże ilości energii, np. glukozy.  
Glukozowe bioogniwo paliwowe jest podtypem konwencjonalnych bioogniw 
paliwowych, które w wyniku utlenienia glukozy i redukcji tlenu dostarcza energii 
elektrycznej. Zbudowane jest z anody, na której zachodzi utlenianie glukozy i katody, na 
której zachodzi redukcja tlenu. Aby zwiększyć do maksimum napięcie i prąd ogniwa 
paliwowego, elektrokataliza na obu elektrodach powinna przebiegać przy niskich 
nadnapięciach z wysoką wydajnością. Generalnie, glukoza jest utleniania niecałkowicie w 
procesie dwuelektronowym wytwarzając glukonolakton w czasie gdy tlen ulega redukcji do 
wody z wytworzeniem czterech elektronów. Dlatego, że glukoza i tlen są obecne i stale 
uzupełnianie w płynach fizjologicznych, możliwe jest dostarczenie wystarczającej energii do 
ogniwa bez konieczności wymiany baterii, nawet przez całe życie pacjenta. Ponadto, 
bioogniwa paliwowe mogą teoretycznie dostarczać wystarczająco dużej mocy, jeśli glukoza i 
tlen będą efektywnie i selektywnie utlenianie.   
 
1.2.7. Implantowalne enzymatyczne bioogniwa paliwowe 
 
 Enzymatyczne bioogniwa paliwowe mogą zostać wykorzystane do zasilania 
przenośnych urządzeń o małej mocy, np. jako baterie do urządzeń wszczepionych  do żywego 
organizmu. Normalnie enzymy działają w warunkach fizjologicznych i katalizują kompleks 
reakcji w wielu organizmach, więc zastosowanie ich w takich urządzeniach ma sens [13]. 
Obecnie rozruszniki działają na bateriach litowo-jodowych z mocą użyteczną (wyjściową) 
rzędu 10 µW i gęstością energii 1 Wh/ml. Czas działania tych rozruszników wynosi ponad 10 
lat [85, 86].  
Jednym z ważnych aspektów dotyczących implantowalnych bioogniw paliwowych 
jest ich lokalizacja w ciele. Aby bioogniwo sprawnie pracowało musi być spełnione kilka 
warunków. Przede wszystkim: optymalna dostępność glukozy i tlenu – płyny ustrojowe 
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powinny zawierać maksymalne stężenie tych składników i być w miarę szybko uzupełniane, 
reakcje elektrokatalityczne muszą przebiegać w warunkach fizjologicznych (pH około 7 i w 
temp 37°C), biokompatybilność implantowanego bioogniwa (wszystkie elementy muszą być 
biozgodne i chronione przed środowiskiem zewnętrznym za pomocą selektywnej membrany) 
[84]. Ważne jest również wyeliminowanie toksycznych komponentów wykorzystywanych do 
produkcji bioogniwa paliwowego, np. mediatorów opartych na związkach osmu. Zaletą 
implantowalnych bioogniw paliwowych jest to, że mogłyby nieprzerwanie dostarczać energii, 
ze względu na ciągłą dostępność substratu obecnego w płynach fizjologicznych [13]. 
Pomimo, że moc generowana przez bioogniwa paliwowe jest niska (w zakresie mikrowatów), 
ogniwa te mogą dostarczać wymaganą ilość energii wewnątrz żywego organizmu. Niska 
wyjściowa moc bioogniwa wynika z niskich  stężeń substratu w płynach fizjologicznych. 
W 2003 roku Mano i Heller skonstruowali bezmembranowe ogniwo paliwowe, które 
zostało umieszczone w winogronie. W skład ogniwa wchodziły elektrody z włókna 
węglowego o średnicy 7 µm i długości 2 cm każda, z unieruchomionymi biokatalizatorami. 
Na anodzie unieruchomiono oksydazę glukozy, natomiast na katodzie oksydazę bilirubiny. 
Na obu elektrodach zastosowano ten sam mediator – polimery redoks osmu. Ogniwo 
generowało moc równą 2.4 µW przy potencjale 0.52 V [60].  
 Znakomitym przykładem bioogniwa glukozo-tlenowego opartego na bezpośrednim 
przeniesieniu elektronu jest bioogniwo skonstruowane przez Comana [87] i 
współpracowników, umieszczone w surowicy ludzkiej. Jako elektrod użyto prętów ze 
spektrograficznego grafitu. Ogniwo charakteryzowało się gęstością mocy równą 4 µW/cm2 i 
OCV równym 0.19 V. Technologia wszczepienia takiego bioogniwa jest wyzwaniem, 
ponieważ uzyskanie mocy elektrycznej z małego organizmu jest bardzo trudne.  
Zebda i współpracownicy [88] skonstruowali glukozowe bioogniwo paliwowe, które 
jest zdolne do generowania mocy z płynów fizjologicznych ssaków. Do budowy bioogniwa 
wykorzystano nanorurki węglowe i enzymy, oksydazę glukozy i lakazę, odpowiednio w 
przypadku anody i katody. Bioogniwo umieszczone w jamie brzusznej szczura generowało 
napięcie OCV równe 0.57 V i moc równą 38.7 µW. Nie zauważono żadnych oznak 
odrzucenia bądź stanów zapalnych przez 110 dni od wszczepienia (rys. 10). 
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Rys. 10. Schemat ogniwa i jego położenie w ciele szczura [88]. 
 
Southcott  i współautorzy [89] zademonstrowali implantowalne bioogniwo paliwowe 
pracujące w warunkach naśladujących ludzki układ krwionośny. Elektrody zostały 
przygotowane z papieru węglowego tzw. „buckypaper” z unieruchomioną dehydrogenazą 
glukozy na anodzie i lakazą ma katodzie. Uzyskano napięcie równe 0.47 V i gęstość prądu 
równą 0.83 mA/cm2. Moc wygenerowana przez  bioogniwo paliwowe została użyta w celu 
uruchomienia rozrusznika serca. Uzyskane wyniki są obiecujące i stwarzają możliwość 
produkcji urządzeń medycznych zasilanych paliwem obecnym w ludzkim organizmie.  
Implantowalne enzymatyczne bioogniwa paliwowe mogą zasilać również 
elektroniczne soczewki kontaktowe.  Falk [90] i współpracownicy skonstruowali bioogniwo 
paliwowe oparte na bezpośrednim przeniesieniu elektronu, które generowało znaczny prąd 
elektryczny w łzach. Do skonstruowania nanostrukturalnych mikroelektrod wykorzystano 
złote druty o średnicy 100 µm pokryte nanocząstkami złota, na których następnie 
unieruchomiono dehydrogenazę celobiozy (na anodzie) i oksydazę bilirubiny (na katodzie). 
Zarejestrowano napięcie OCV równe 0.57 V i gęstość mocy rzędu 1 µW/cm2 przy potencjale 
0.5 V. Czas działania takiego ogniwa wyniósł ponad 20 godzin (rys. 11). 
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Rys. 11. Schemat „mądrej” soczewki kontaktowej z wbudowanym bioogniwem paliwowym, 
działającym jako samowystarczalne źródło mocy [90]. 
 
Bardziej realistyczne wydaje się zastosowanie bioogniw paliwowych jako 
zamienników baterii w małych urządzeniach elektronicznych. Utylizacja baterii wiąże się z 
dużymi kosztami, natomiast ich niewłaściwa likwidacja powoduje toksyczne wycieki do 
środowiska. To powoduje, że użycie bioogniw jako źródeł energii staje się atrakcyjne. 
Gęstości prądu wytwarzane przez bioogniwa paliwowe są rzędu kilku miliamperów na 
centymetr kwadratowy, generowane przy wystarczająco wysokim napięciu, mogą mieć 
wystarczającą moc do zasilania przenośnych urządzeń elektronicznych. Przykładem może być 
pierwszy prototyp biobaterii opartej na bioogniwie paliwowym zasilanym glukozą i tlenem, 
wprowadzonym przez firmę Sony® Electronic Corporation w 2009 roku. Bioogniwo 
skonstruowane przez Kano i współpracowników było zdolne do wytworzenia mocy równej 
100 mW (całkowita powierzchnia bioelektrod była równa 80 cm3). Maksymalna gęstość 
mocy była równa 1.45 mW/cm2 przy potencjale 0.3 V, natomiast napięcie obwodu otwartego  
0.8 V. Połączenie równoległe dwóch bioogniw zapewniło wystarczającą energię do ciągłej 
pracy walkmana i samochodu sterowanego drogą radiową przez 2 godziny [91]. 
Bioogniwa paliwowe wykorzystujące jako paliwo glukozę i tlen potencjalnie mogą 
zasilać małe urządzenia elektroniczne, takie jak rozruszniki serca czy bioczujniki. Aby były 
stosowane na szeroką skalę i stały się alternatywą dla baterii litowo-jonowych, wymagają 
jeszcze badań i udoskonalenia parametrów, przede wszystkim należy popracować nad ich 
stabilnością.  
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2. Biosensory 
2.1. Elektrochemiczne biosensory enzymatyczne 
 
Sensory (czujniki) są to urządzenia analityczne przetwarzające informację chemiczną 
na sygnał analityczny.  Składają się z dwóch podstawowych elementów – części receptorowej 
i przetwornika (transducer) (rys.12). Jeśli do konstrukcji części receptorowej wykorzystane 
zostaną enzymy, komórki, tkanki, antyciała, receptory czy kwasy nukleinowe [92] mówimy 
wówczas o biosensorach (bioczujnikach). Rodzaj użytego materiału biologicznego wpływa na 
czułość i selektywność względem badanej substancji. Wykorzystanie enzymów w połączeniu 
np. z czujnikiem potencjometrycznym pozwala oznaczać substancje z wysoką 
selektywnością, specyficznością oraz szerokim zakresem oznaczalności, a powstały 
bioczujnik charakteryzuje się szybką odpowiedzią [36]. Ze względu na rodzaj przetwornika 
biosensory możemy podzielić na elektrochemiczne, optyczne, termiczne czy magnetyczne.  
 
 
Rys. 12. Schemat biosensora.  
 
Kinetyka reakcji enzymatycznej jest monitorowana poprzez szybkość tworzenia 
produktu lub ubywania substratu. Jeśli substrat lub produkt jest elektroaktywny, postęp 
reakcji może być monitorowany bezpośrednio przy użyciu metody amperometrycznej.  
Biosensor elektrochemiczny jest definiowany jako niezależne urządzenie, które jest w stanie 
dostarczyć specyficzne i ilościowe lub półilościowe informacje analityczne za pomocą 
elementu biologicznego (w tym przypadku enzymu), pozostającego w bezpośrednim 
kontakcie przestrzennym z elektrochemicznym elementem przetwarzającym [93].  
Elektroanalityczne przenośne bioczujniki charakteryzujące się wysoką selektywnością 
i czułością stanowią obiecujące narzędzie do wykonywania analiz klinicznych, 
środowiskowych czy przemysłowych. W przypadku zastosowań klinicznych bioczujniki 
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muszą być odsłonięte na działanie matryc biologicznych. Jest to wyzwanie dla urządzeń 
elektroanalitycznych. Po pierwsze, jeśli wykorzystujemy bioczujnik in vivo nie powinien on 
wykazywać toksyczności dla otaczających tkanek i nie powodować uszkodzeń tkanek 
miejscowych. Po drugie, urządzenia muszą być odporne na długotrwałą pracę w środowisku 
fizjologicznym [94].  
 
2.2. Biosensory do oznaczania glukozy 
 
Glukoza jest głównym źródłem energii dla komórek i jest do nich transportowana  
poprzez insulinę we krwi. Prawidłowy poziom glukozy we krwi u zdrowego człowieka 
znajduje się na poziomie 4-8 nm (70 -120 mg/dL), w patologicznych przypadkach poziom 
glukozy leży w granicach 2-30 mm (30-500 mg/dL), co świadczy o cukrzycy [95]. Jest to 
choroba metaboliczna, objawiająca się nieprawidłowym poziomem cukru we krwi. Cukrzyca 
jest jedną z głównych przyczyn śmierci i inwalidztwa na całym świecie. Choroba ta prowadzi 
do wielu komplikacji i zagrożeń, takich jak choroby serca, niewydolność nerek czy ślepota. 
Komplikacje te mogą być zredukowane poprzez stosowanie diety i rygorystyczną kontrolę 
poziomu cukru we krwi [96]. Częsty pomiar poziomu glukozy we krwi jest decydującym 
czynnikiem potwierdzającym czy leczenie jest efektywne. Dlatego poszukiwanie i rozwój 
biosensorów o wysokiej czułości, selektywności i w dodatku niedrogich jest częstym 
zadaniem koncernów nie tylko medycznych, ale także żywieniowych.  
W zależności od mechanizmu przeniesienia elektronu rozróżniamy trzy typy 
biosensorów, znanych jako pierwszego, drugiego i trzeciego rodzaju. 
 W biosensorach I rodzaju zasada działania polega na wykorzystaniu tlenu jako 
mediatora i detekcji powstającego nadtlenku wodoru (rys. 13 a). W czasie reakcji z glukozą 
następuje redukcja FAD do FADH2 : 
GOx (FAD) + glukoza → GOx (FADH2) + glukonolakton                 Równanie 4 
a następnie utlenienie grupy flawinoadeninowej za pomocą tlenu cząsteczkowego: 
                         GOx (FADH2) + O2 → GOx (FAD) + H2O2                                       Równanie 5 
Szybkość redukcji tlenu jest proporcjonalna do stężenia glukozy, co jest określone na 
podstawie zwiększonego stężenia nadtlenku wodoru lub zmniejszonego stężenia tlenu [97]. 
Zaletą biosensora I rodzaju jest prosty pomiar powstającego nadtlenku wodoru, zwłaszcza 
jeśli rozpatruje się wykorzystanie takiego biosensora w urządzeniach miniaturowych. Wadą 
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natomiast jest konieczność zastosowania wysokich potencjałów podczas amperometrycznych 
pomiarów nadtlenku wodoru [98].  
Wyżej wymienione ograniczenia w biosensorach I rodzaju zostały pokonane poprzez 
zastosowanie bioczujników glukozowych wykorzystujących mediator, zwanych biosensorami 
II rodzaju (rys. 13 b). Udoskonalenie zostało osiągnięte poprzez zastąpienie tlenu 
syntetycznymi akceptorami elektronów, zwanych mediatorami, zdolnymi do przenoszenia 
elektronów z centrum aktywnego enzymów do powierzchni elektrody. Reakcja między FAD i 
powierzchnią elektrody przebiega według równań: 
                 GOx (FAD) + glukoza → GOx (FADH2) + kwas glukonowy               Równanie 6 
                       GOx (FADH2) + 2 Mox → GOx (FAD) + 2 Mred + 2H
+
                        Równanie 7 
                       2 Mred → 2 Mox + 2 e
-
                                                                             Równanie 8 
gdzie Mox i Mred to utleniona i zredukowana forma mediatora. 
Zredukowany mediator jest utleniany na elektrodzie, generując prąd proporcjonalny do 
stężenia glukozy w czasie regeneracji mediatora.  Stosowanych jest wiele mediatorów, takich 
jak ferrocen, heksacyjanożelaziany, błękit metylenowy czy organiczne sole przewodzące.  
Współzawodnictwo tlenu może być zminimalizowane jeśli szybkość przeniesienia 
elektronu z użyciem mediatora jest wysoko porównywalne do szybkości reakcji 
enzymatycznej z udziałem tlenu. W większości przypadków utlenianie zredukowanego GOx z 
użyciem tlenu może występować mimo obecności mediatora, zwłaszcza gdy tlen jest 
swobodnie rozproszony. Niski potencjał większości mediatorów minimalizuje ale nie zawsze 
eliminuje całkowicie utleniania substancji endogennych (zwłaszcza askorbinianów).  
Najwięcej urządzeń stosowanych in-vivo jest jednak bezmediatorowych, ze względu 
na potencjalne wyciekanie i toksyczność mediatora. Poza tym układy z mediatorem 
charakteryzują się niską stabilnością w czasie ciągłej pracy. 
Biosensory III rodzaju oparte są na bezpośrednim przeniesieniu elektronu pomiędzy 
centrum aktywnym enzymu a powierzchnią elektrody, bez udziału mediatora (rys. 13 c). Brak 
mediatora pozwala uzyskać wysoką selektywność, z powodu bardzo niskiego potencjału 
operacyjnego. Zamiast mediatorów (które są toksyczne) mogą być stosowane organiczne 
materiały przewodzące oparte na kompleksach przeniesienia ładunku („charge-tranfer 
complexes”). Efektywne przeniesienie elektronu na elektrodach tradycyjnych zostało opisane 
jedynie dla kilku enzymów.  
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                (a)                                              (b)                                           (c) 
Rys. 13. Trzy rodzaje amperometrycznych elektrod enzymatycznych do utleniania glukozy: I 
rodzaju (a), II rodzaju (b) i III rodzaju (c). 
 
2.2.1. Biosensory oparte na strukturach węglowych 
 
 W ciągu ostatnich lat nanomateriały cieszą się dużym zainteresowaniem w różnych 
dziedzinach, ze względu na swój wielki potencjał. Między innymi nanorurki węglowe, 
odkryte przez Iijimę w 1991 roku [99], reprezentują ważną grupę nanomateriałów.  
Nanorurki węglowe (CNT) są niezwykle atrakcyjnym materiałem do konstrukcji 
bioczujników elektrochemicznych ze względu na ich znakomite właściwości, szczególnie 
przewodzące, adsorpcyjne czy biokompatybilność. W porównaniu do komercyjnie 
dostępnych sensorów wykorzystujących zwykle tlenki metali, krzem czy inne materiały, 
biosensory oparte na nanorurkach węglowych posiadają szereg zalet. Po pierwsze, wysoka 
czułość - rozwinięta powierzchnia, która umożliwia immobilizację enzymu i zachowuje on 
swoją wysoką aktywność biologiczną. Po drugie szybki czas odpowiedzi – nanorurki mają 
zdolność do pośredniczenia w szybkim przenoszeniu elektronu.  Poza tym, niższy potencjał 
reakcji redoks i mniejsze zanieczyszczenie powierzchni oraz większa stabilność i dłuższy czas 
działania [100]. Pionowe ustawione nanorurki mogą być połączone z enzymem i sprzyjać 
korzystnej orientacji oraz działać jako złącze elektronowe pomiędzy centrum redoks enzymu 
a powierzchnią elektrody [96]. Ponadto, cylindryczny kształt nanorurek węglowych stwarza 
możliwość wzrostu reaktywności chemicznej i właściwości elektronicznych tych struktur, 
które są kluczowym punktem dla bioczujników [101].  
38 
 
Dokładniej nanorurki węglowe zostaną omówione w rozdziale 3. 
 Właściwości elektrochemiczne nanorurek węglowych były również rozpatrywane jako 
ważny punkt przy konstrukcji bioczujników. Początkowo badania nad elektroaktywnością 
nanorurek skupiały się na krawędziach oraz defektach obecnych w ich strukturze. Z drugiej 
strony przeprowadzono kilka interesujących badań na temat zanieczyszczeń żelazem 
obecnych na powierzchni nanorurek węglowych i ich wpływu na aktywność 
elektrokatalityczną [102]. Liu i współpracownicy [103] skonstruowali elektrodę 
zmodyfikowaną nanokompozytem PDDA/GOx/PDDA/CNT wykorzystaną w przepływowym 
bioczujniku do oznaczania glukozy. Elektroda została zmodyfikowana poprzez 
elektrostatyczną adsorpcję pomiędzy sąsiednimi warstwami metodą warstwa na warstwę  
( ang. layer-by-layer ). Układ wykazywał liniową odpowiedź w zakresie od 15 µM do 6 mM z 
limitem detekcji równym 7 µmol/l dla H2O2.  
 Ostatnimi czasy uwagę przyciąga grafen i jego zastosowanie w bioczujnikach 
elektrochemicznych. Główną zaletą grafenu jest jego duża powierzchnia i właściwości 
elektrochemiczne, które mogą rosnąć po unieruchomieniu cząsteczki biologicznej na 
powierzchni elektrody [104]. Kang i współpracownicy [105] stworzyli nanokompozyt oparty 
na grafenie i chitozanie wykorzystując go jako podstawę do detekcji glukozy. Chitozan jest 
naturalnym polimerem mającym zdolność do poprawienia procesów redoks przebiegających 
na zmodyfikowanej elektrodzie. W tym przypadku biosensor wykazywał szeroki zakres 
liniowości od 0.08 mM do 12 mM, natomiast czułość biosensora opartego na 
nanokompozycie GOx/grafen/chitozan była równa 37.93 µA/mM·cm2. Świetne osiągi 
biosensora uzyskano dzięki wysokiej przewodności grafenu i dobrej biozgodności chitozanu, 
które zwiększają absorpcję enzymu i promują bezpośrednie przeniesienie elektronu pomiędzy 
enzymami a powierzchnią elektrody.  
Palanisamy i współautorzy [106] stworzyli biosensor do oznaczania glukozy oparty na 
hybrydowym układzie, w skład którego wchodził kompozyt złożony z nanorurek węglowych 
i tlenku grafenu (CNT/GO) oraz enzym oksydaza glukozy. Enzym został unieruchomiony na 
powierzchni CNT/GO za pomocą oddziaływań elektrostatycznych pomiędzy dodatnio 
naładowanymi grupami aminowymi pochodzącymi z GOx i negatywnie naładowanymi 
grupami funkcyjnymi pochodzącymi od tlenku grafenu. Bioczujnik cechował się wysoką 
czułością i szerokim zakresem liniowości w zakresie 0.05 – 23.2 mM glukozy. 
Zaproponowany układ ze względu na wysoką czułość oraz selektywność może znaleźć 
zastosowanie do detekcji glukozy w próbkach biologicznych, a także jako anoda w  
enzymatycznych bioogniwach paliwowych. 
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2.2.2. Biosensory oparte na nanocząstkach metali i tlenkach metali 
 
Nanocząstki metali cieszą się zainteresowaniem naukowców w różnych dziedzinach, 
zwłaszcza bioelektrochemii. Charakteryzują się rozwiniętą powierzchnią, doskonałym 
przeniesieniem elektronu i wysoką aktywnością katalityczną. W przypadku bioogniw 
paliwowych i biosensorów, zainkorporowane nanocząstki działają jako nośniki elektronów 
między biokatalizatorem a powierzchnią elektrody, usprawniając proces 
bioelektrokatalityczny. Co więcej, enzymy i nanocząstki maja podobny rozmiar, co 
umożliwia zmniejszenie dystansu transferu elektronu bez wpływu na aktywność enzymu [80].  
W szczególności nanocząstki złota są szeroko stosowane jako komponenty 
bioczujnika ze względu na zdolność do zwiększenia sygnału, kiedy składnik biologiczny jest 
utrzymywany w kontakcie z nanostrukturalną powierzchnią. Poza nanocząstkami złota, 
również srebro, platyna, pallad i miedź są szeroko badane w kontekście bioczujników [78, 
107, 108, 109]. 
Santosh i współpracownicy [110] opracowali biosensor do oznaczania glukozy z 
wykorzystaniem PEDOTu, nanocząstek palladu i oksydazy glukozy. Układ charakteryzował 
się wysoką czułością (1.6 mA/M·cm2) i szerokim zakresem liniowości od 0.5 do 30 mM. 
Limit detekcji wynosił 75 µM.  
Chen i współpracownicy [111] opracowali bionanokompozyt w skład którego 
wchodziły nanorurki węglowe, nanocząstki srebra i oksydaza glukozy. Zastosowanie 
nanocząstek srebra, odznaczających się znakomitą przewodnością i dużą powierzchnią do 
immobilizacji enzymu, przyspieszyło bezpośrednie przeniesienie elektronu między centrum 
aktywnym enzymu a powierzchnią elektrody. Bioczujnik cechował się niskim limitem 
detekcji (0.01 mM) i szerokim zakresem liniowości od 0.025 do 1.0 mM.  Stabilność i 
odtwarzalność biosensora sprawia, że może on być zastosowany do detekcji glukozy w 
próbkach rzeczywistych.   
Bioczujniki do budowy których wykorzystano tlenki metali są bardzo czułe, 
względnie niedrogie i charakteryzują się szybka odpowiedzią, jeśli są dodatkowo związane z 
nanostrukturami, takimi jak nanodruty, nanopręty, nanorurki, nanocząstki czy nanowłókna 
[97].   
Salimi i współpracownicy [112] opracowali prosty biosensor składający się z tlenku 
niklu i oksydazy glukozy. Na elektrodzie z węgla szklistego elektroosadzili tlenek niklu, a 
następnie unieruchomili enzym. Biosensor do oznaczania glukozy charakteryzował się 
szybkim czasem odpowiedzi z czułością równą 446.2 nA/nM oraz limitem detekcji 
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wynoszącym 24 µM. Stała Michaelisa-Menten, równa 2.7 nM świadczy o dobrej aktywności 
bioelektrokatalitycznej unieruchomionej oksydazy glukozy (na nanocząstkach tlenku niklu) 
do utleniania glukozy. Ponadto bioczujnik cechował się stabilnością, odtwarzalnością i 
długim czasem działania.  
Si i współautorzy [113] opracowali biosensor, do budowy którego wykorzystali 
strukturalny tlenek tytanu zsyntetyzowany metodą solwotermiczną z nanorurek węglowych 
jako matrycy i oksydazę glukozy. Skonstruowany bioczujnik do oznaczania glukozy 
cechował się wysoką czułością (9.9 µA/nM·cm2) i niskim limitem detekcji (1.29 µM). 
Selektywność i stabilność biosensora wskazuje na to, że strukturalny TiO2 jest obiecującym 
materiałem do unieruchomienia biomolekuł i produkcji biosensorów trzeciej generacji.  
Fang i współpracownicy [114] jako matrycę do immobilizacji oksydazy glukozy 
wykorzystali tlenek cynku w postaci nanokulek z wgłębieniami.  Powodem, dla którego go 
użyli była specyficzna powierzchnia i wysoki punkt izoelektryczny. Bioczujnik 
charakteryzował się wysoką aktywnością katalityczną w procesie utleniania glukozy. Poza 
tym układ cechował się szerokim zakresem liniowości od 0.005 nM do 13.15 mM oraz 
limitem detekcji równym 1.0 µM. Czułość skonstruowanego biosensora była równa         
65.82 µA/mM·cm2. 
 Tlenki metali zasadniczo charakteryzują się dużym stosunkiem powierzchni do 
objętości, wysokim punktem izoelektrycznym oraz stanowią dobrą matrycę do 
unieruchomienia enzymu. Jednak ich wadą jest niska stabilność i czułość oraz wysoka 
wrażliwość na działanie substancji przeszkadzających. Biosensory oparte na niektórych 
tlenkach metali są bardzo czułe ale wykazują słabą stabilność oraz podatność na działanie 
interferentów ze względu na wysoki potencjał potrzebny do działania. Z drugiej strony są 
tlenki metali działające przy niskich potencjałach co zapobiega interferencjom i utracie 
stabilności bioczujnika ale ich czułość nie jest satysfakcjonująca. 
 
2.3. Implantowalne biosensory 
 
Miniaturyzacja układów elektrochemicznych jest ważnym elementem w rozwoju 
implantowalnych urządzeń klinicznych nowej generacji do monitorowania metabolitów w 
żywych organizmach [115]. Biosensory implantowalne są przedstawiane jako urządzenia 
idealne do diagnostyki chorób metabolicznych, takich jak cukrzyca. Obecnie monitorowanie 
poziomu glukozy opiera się na testach paskowych wykorzystujących kroplę krwi. Dlatego w 
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celu poprawy jakości życia wiele badań skupia się na biosensorach wszczepialnych do 
ciągłego monitorowania biologicznie ważnych metabolitów [116, 117, 118]. Yu i 
współautorzy [119] opracowali bioczujnik na glukozę wykorzystując drut platynowo-irydowy 
jako elektrodę na którym unieruchomili oksydazę glukozy. W celu zwiększenia trwałości i 
wydłużenia czasu działania bioczujnika zastosowali membranę epoksydowo – poliuretanową. 
Tak przygotowany biosensor wykazywał stabilność w roztworze, w temperaturze pokojowej 
przez 4 – 8  miesięcy. Następnie bioczujniki zostały wszczepione do ciała szczura i regularnie 
sprawdzano ich odczyty. Osiem z dziewięciu wszczepionych bioczujników działało dobrze 
przez 10 – 56 dni, jeden uległ uszkodzeniu podczas wszczepiania. Czułość biosensorów po 
wszczepieniu wahała się w granicach 1.6 - 5.3 nA/mM, po kilku dniach była trochę niższa. 
Pespektywa implantowalnych urządzeń monitorujących wydaje się możliwa do 
osiągnięcia, jeśli będą one łatwo wszczepialne i przeszczepiane bez użycia skomplikowanych 
operacji. W celu ułatwienia wszczepienia, implantowalne urządzenia powinny być małe, co 
wiąże się z miniaturyzacją elektrod, źródeł mocy i elementów sensorycznych. Tym sposobem 
zminiaturyzowane bioczujniki wyrządzają mniejsze uszkodzenie tkanek a co za tym idzie - 
mniejsza reakcja na ciało obce oraz mniej stanów zapalnych w organizmie. 
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3. Nanorurki węglowe 
3.1. Struktura nanorurek węglowych 
 
 Nanorurki węglowe są to nanostruktury zbudowane z płaszczyzn grafenowych, 
zwijających się w cylindry. Grafen jest to pojedyncza warstwa zbudowana z sześciokątów 
foremnych, których wierzchołki stanowią atomy węgla o hybrydyzacji sp2. W zależności od 
ilości zwiniętych płaszczyzn grafenowych, nanorurki dzieli się na jednościenne i wielościenne 
(rys. 14). 
 
Rys. 14. Struktura nanorurki jednościennej (a) i wielościennej (b) [120]. 
Jednościenne nanorurki węglowe (SWNTs) zbudowane są z  pojedynczej płaszczyzny, 
zwiniętej w cylinder. W zależności od sposobu zwinięcia tej płaszczyzny nanorurki możemy 
podzielić na chiralne i niechiralne. Te ostatnie, w zależności od kształtu krawędzi, dzielimy 
na fotelikowe i zygzakowate (rys. 15) W nanorurkach o strukturach fotelikowych oś 
nanorurki jest skierowana prostopadle w stosunku do linii wiązań węgiel-węgiel, 
znajdujących się w płaszczyznach grafenowych, natomiast w odmianach typu zygzakowatego 
oś położona jest równolegle w stosunku do płaszczyzny grafenowej. W przypadku 
konfiguracji chiralnej, oś nanorurek jest usytuowana w taki sposób aby pierścienie 
heksagonalne znajdujące się w płaszczyznach grafenowych układały się spiralnie wzdłuż 
nanorurek. Obiekty jednościenne charakteryzują się mniejszą liczbą defektów ściennych w 
stosunku do wielościennych.  
Nanorurki wielościenne (MWNT) składają się z kilku do kilkudziesięciu warstw 
grafenowych zwiniętych współosiowo i odległych od siebie, tworzących uporządkowaną 
strukturę dzięki słabym odziaływaniom van der Waalsa. Końce nanorurek mogą być otwarte 
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bądź zamknięte, np. półsferami fulerenów. Najmniejsze nanorurki mogą mieć średnicę rzędu 
1 nm, natomiast długość dziesiątki mikrometrów. 
 
Rys.15. Struktury nanorurek jednościennych: a) fotelikowa, b) zygzakowata, c) chiralna 
[120]. 
  
3.2. Metody wytwarzania nanorurek węglowych 
 
Metody wytwarzania nanorurek węglowych oparte są na powolnej kondensacji 
gorących par atomów węgla. Powstające konfiguracje płaskie są niestabilne, ze względu na 
dużą energię niewysyconych wiązań na brzegach płaszczyzn grafenowych, dlatego 
nanocząstki tworzą struktury zamknięte (nanorurki lub fulereny), zmniejszając tym samym 
energię układu.  Jak dotąd nie opracowano jeszcze metod produkcji, w których otrzymywano 
by w sposób selektywny nanostruktury jednego typu o określonej konfiguracji. 
Do najważniejszych metod otrzymywania nanorurek należą: synteza elektrołukowa, 
chemiczne osadzanie z fazy gazowej oraz ablacja laserowa [121, 122, 123]. Synteza 
elektrołukowa została opracowana przez Krätschmera i Huffmana [124]. Metoda ta polega na 
przepuszczaniu prądu stałego pomiędzy elektrodami węglowymi, gdzie następuje zapalenie 
łuku węglowego. Wyładowania w łuku elektrycznym powodują zużywanie anody grafitowej, 
co skutkuje osadzaniem się na katodzie depozytu katodowego, zawierającego nanorurki 
węglowe. Do komory gdzie znajdują się elektrody, wprowadzane są mieszaniny 
węglowodorów i wodoru, argonu lub helu oraz pary wodnej. Za pomocą tej metody 
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otrzymujemy głównie nanorurki wielościenne o średnicy do 5 nm i około 1 mm długości, ale 
możliwe jest również otrzymanie nanorurek jednościennych poprzez dodanie katalizatorów 
metalicznych do anody grafitowej [121, 122, 125, 126]. 
 Metoda  chemicznego osadzania z fazy gazowej polega na katalitycznym lub 
temperaturowym rozkładzie węglowodorów (np. metan, acetylen, benzen) lub par alkoholi w 
obecności argonu, azotu, helu lub amoniaku. Katalizatorami użytymi w reakcji są zazwyczaj 
żelazo, nikiel lub kobalt osadzone na nośnikach tlenkowych, płytkach krzemowych lub 
podłożach ceramicznych. Wysoka temperatura przestrzeni reakcyjnej osiągana jest za pomocą 
plazmy mikrofalowej lub radiowej. Metoda ta służy do otrzymywania nanorurek 
jednościennych, jak i wielościennych. Otrzymany produkt jest zanieczyszczony metalami, 
które osadzają się wewnątrz, jak i na zewnątrz nanorurek [121, 122].  
Metoda ablacji laserowej polega na poddaniu płyty grafitowej domieszkowanej niklem 
lub kobaltem promieniowaniu lasera w atmosferze gazu neutralnego (zazwyczaj argonu lub 
helu). Płyta grafitowa ulega odparowaniu, a następnie kondensacji na tarczy grafitowej. W 
wyniku tej metody powstają proste, długie nanorurki węglowe o średnicy do 20 nm i długości 
do 100 nm, o małym stopniu zdefektowania. Powstały produkt jest zanieczyszczony metalami 
przejściowymi katalizatorów [121, 122, 127].  
 
3.3. Właściwości fizykochemiczne i zastosowanie nanorurek węglowych 
 
Struktura nanorurek węglowych determinuje ich właściwości fizykochemiczne. 
Nanorurki o strukturze chiralnej wykazują czynność optyczną, w przeciwieństwie do 
fotelikowej i zygzakowatej, które jej nie wykazują. W zależności od stopnia skręcenia i od 
średnicy mogą się zachowywać jak metal lub półprzewodnik. Dodatkowo, jeśli przyłożymy 
pole magnetyczne równoległe do osi nanorurki, zmienimy ją z metalicznej w 
półprzewodnikową i na odwrót. Jednościenne nanorurki o konfiguracji fotelikowej posiadają 
w swoich strukturach dwa przecinające się pasma, co skutkuje występowaniem 
przewodnictwa metalicznego. Większość nanorurek chiralnych, jak i struktur o konfiguracji 
zygzakowatej wykazuje właściwości półprzewodnikowe, ze względu na występowanie pasma 
wzbronionego w ich strukturze elektronowej [128, 129]. Nanorurki mogą przewodzić prąd o 
tak dużej gęstości (rzędu 109 A/cm2), że spowodowałby on wyparowanie przewodnika z 
miedzi lub złota, co spowodowane jest tym, że obecnie wytwarzane nanorurki są bardzo 
czystymi strukturami o bardzo małym oporze właściwym. Nanorurki maja również bardzo 
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dużą przewodność cieplną właściwą (rzędu 40000 W/K·m), co jest przydatne w 
odprowadzaniu ciepła z elementów elektronicznych, których przegrzewanie się jest dużym 
problemem. Jednak zastosowanie nanorurek jako składników odprowadzających energię 
cieplną jest ograniczone, ze względu na opór wytwarzany w miejscu styku indywidualnych 
ugrupowań nanorurek [126].  
W nanorurkach występuje zjawisko blokady kulombowskiej, determinowane 
oddziaływaniami odpychającymi między elektronami, co uniemożliwia wprowadzenie do 
nanorurki więcej niż jednego dodatkowego elektronu. Efekt ten znalazł zastosowanie w 
konstrukcji jednoelektronowych tranzystorów o wysokiej czułości [125, 130]. 
Nanorurki odznaczają się bardzo wysoką trwałością, ze względu na bardzo silne 
wiązania pomiędzy atomami węgla w płaszczyźnie grafitowej oraz dużą wytrzymałością na 
rozciąganie i zginanie – cechują się bardzo dużym modułem Younga, rzędu 1012 N/m2 
wskutek czego ich deformacje są sprężyste. Nanorurki wykazują dwudziestokrotnie większą 
wytrzymałość mechaniczną niż stal, a przy tym są znacznie lżejsze w porównaniu z metalami. 
Dzięki tym właściwościom nanorurki mogą zostać wykorzystane jako elementy do 
wytwarzania karoserii samochodowych, do produkcji nart czy rakiet tenisowych [128] oraz 
do budowy domów w obszarach aktywności sejsmicznej [120].  
Duża powierzchnia właściwa oraz możliwości sorpcyjne nanorurek węglowych mogą 
zostać wykorzystane do przechowywania wodoru, dla potrzeb ogniw paliwowych. Puste 
wnętrza nanorurek mogą służyć do magazynowania jonów, umożliwiając budowę 
akumulatorów o długim czasie działania. Ze względu na to, że przewodnictwo nanorurek jest 
czułe na różne gazy mogą one służyć jako czujniki chemiczne [120].  
Unikalne własności elektronowe umożliwiają zastosowanie nanorurek węglowych do 
konstrukcji superkondensatorów ładunku.  
 
3.4. Zastosowanie nanorurek węglowych w bioelektrokatalizie 
 
Zastosowanie nanorurek węglowych oraz innych nanomateriałów do konstrukcji 
elektrod enzymatycznych stało się popularne. Żeby polepszyć stabilność enzymów, należy je 
unieruchomić na jakimś podłożu. W tym celu stosuje się nanomateriały, ze względu na ich 
rozwiniętą powierzchnię, zmniejszony opór przenikania masy czy możliwość efektywnego 
wprowadzenia enzymów [131]. Nanorurki węglowe mogą być alternatywną matrycą dla 
unieruchomienia biokatalizatorów, do krzemionki czy dwutlenku cyrkonu. Są bardziej 
stabilne w trudnych warunkach, dostarczają większej powierzchni aktywnej, a także 
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przyczyniają się do wzmocnienia aktywności katalitycznej enzymu do dwóch razy więcej niż 
płaskie podłoże i do 10 razy więcej niż enzym natywny [132]. Wysoka przewodność 
elektryczna oraz biokompatybilność tych nanostruktur uwzględnia ich zastosowanie jako 
komponentów do konstrukcji elektrod mających zastosowanie w enzymatycznych 
bioogniwach paliwowych i biosensorach [133]. Nanorurki węglowe umożliwiają 
bezpośrednie przeniesienie elektronu, poprzez zmniejszenie odległości przeniesienia 
elektronu [9] i przeniesienie elektronu z mediatorem, przez wprowadzenie związków redoks 
poprzez elektropolimeryzację lub funkcjonalizację nanorurek [78, 90]. W przypadku 
unieruchamiania enzymu na nanorurkach węglowych stosuje się oddziaływania 
niekowalencyjne, żeby zachować natywną konformację zaimmobilizowanego enzymu.    
Dlatego stosuje się adsorpcję opartą na hydrofobowych oddziaływaniach pomiędzy enzymem 
a nanorurkami węglowymi [134]. Ponadto, chemiczne modyfikacje nanorurek za pomocą 
grup karboksylowych powodują lepszą dyspersję i wzrost biokompatybilności przez łączenie 
z grupami aminowymi enzymu [135]. Enzymatyczne bioogniwa paliwowe zawierające 
nanorurki węglowe pierwotnie opierały się na połączeniu tych struktur z nanocząstkami 
metali lub polimerami. Połączenie nanorurek i polimerów prowadzi do efektu 
synergistycznego, który charakteryzuje się zwiększeniem mechanicznej stabilności, wzrostem 
przewodności elektrycznej oraz trójwymiarową strukturą z wysokim obszarem 
elektroaktywnym. Połączenie obu komponentów pozwala na otrzymanie wysoko porowatej 
matrycy, mającej zdolność do silnego oddziaływania z biokatalizatorem. Taka budowa 
zapobiega desorpcji enzymu oraz ułatwia  proces dyfuzyjny [77, 136, 137].  
Przykładem może być nanobiokompozyt złożony w nanorurek funkcjonalizowanych 
czerwienią toulenową, oksydazy glukozy i Nafionu [138]. Aktywność biokatalityczna 
elektrody modyfikowanej kompozytem charakteryzowała się niskim potencjałem detekcji 
glukozy, krótkim czasem odpowiedzi, dobrą stabilnością oraz niepodatnością na interferenty.  
Innym przykładem jest amperometryczny biosensor glukozowy oparty na elektrodzie 
zmodyfikowanej nanorurkami węglowymi, nanocząstkami platyny i oksydazą glukozy. W 
porównaniu do elektrody pokrytej enzymem i nanocząstkami platyny, czułość układu 
zawierającego dodatkowo nanorurki węglowe wzrosła. Nanorurki węglowe wraz z 
nanocząstkami platyny charakteryzują się wysoką elektrokatalityczną aktywnością i stanowią 
odpowiednią podstawę do przygotowania elektrody z enzymem [139].  
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4. Polimery przewodzące 
4.1. Struktura polimerów 
 
 Polimery przewodzące należą do związków organicznych, zbudowanych z łańcuchów 
zawierających podwójne i pojedyncze wiązania w łańcuchu głównym. Naprzemienne 
rozmieszczenie wiązań pojedynczych i podwójnych (układ sprzężony) powoduje, że polimer 
posiada właściwości półprzewodnika. Do polimerów przewodzących z układem podwójnych 
wiązań sprzężonych typu π zaliczamy: poliacetylen, polipirol, polianilinę, politiofen. 
Polianilina i politiofen, ze względu na wysokie przewodnictwo elektronowe oraz wysoką 
stabilność, należą do najlepiej poznanych i najszerzej stosowanych polimerów 
przewodzących. 
W formie obojętnej polimery charakteryzują się minimalnym przewodnictwem właściwym, 
na poziomie charakterystycznym dla izolatorów. Aby przewodnictwo osiągnęło wartość 
właściwą dla półprzewodników i metali należy przeprowadzić procesy domieszkowania, 
prowadzące do częściowego utlenienia lub redukcji szkieletu węglowego [140, 141]. 
Wyróżnia się dwa typy domieszkowania: typu p (częściowe utlenienie polimeru) i typu n 
(częściowa redukcja polimeru). W trakcie tego procesu w strukturze polimeru generowane są  
nośniki ładunku: polarony, bipolarony i solitony (rys.16).  
 
Rys. 16. Struktura nośników ładunku indukowanych w polipirolu: (a) polaron,  
(b) bipolaron [142]. 
 
Polarony (kationorodniki lub anionorodniki) są obszarami zaburzonego układu 
elektronów, otoczonego ładunkiem dodatnim lub ujemnym oraz niesparowanym elektronem, 
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bipolarony (dikationy lub dianiony) tworzone są przez bezspinowe nośniki ładunku, 
wytwarzane w następstwie rekombinacji polaronów. Solitony (elektrony lub ładunki 
dodatnie) rozdzielają zaburzony układ wiązań podwójnych. Nośniki takie są generowane w 
poliacetylenie. Ich propagacja w obrębie innych układów polimerycznych wiązałaby się z 
niekorzystnymi zmianami energetycznymi i strukturalnymi.  
 
4.2. Synteza polimerów przewodzących 
 
 Do głównych metod syntezy polimerów przewodzących można zaliczyć pirolizę oraz 
polimeryzację (chemiczną, elektrochemiczną, plazmową oraz fotochemiczną) [140]. Ze 
względu na możliwość kontrolowania czynników wpływających na proces polimeryzacji 
(gęstość prądu, potencjał elektrody, skład i pH elektrolitu podstawowego) oraz wysoką 
odtwarzalność parametrów otrzymanego materiału, najczęściej używanymi metodami syntezy 
polimerów są metody elektrochemiczne.  
 
4.2.1. Mechanizm elektropolimeryzacji i właściwości poli (3,4-
etylenodioksytiofenu) 
 
Najczęściej wykorzystywanym i badanym polimerem przewodzącym jest poli(3,4-
etylenodioksytiofen) (PEDOT). Charakteryzuje się dobrym przewodnictwem, wysoką 
trwałością oraz wykazuje właściwości elektrochromowe. W czasie utleniania polimeru 
następuje jego domieszkowanie anionem elektrolitu podstawowego, którego rodzaj ma wpływ 
na przewodnictwo polimeru, morfologię, stopień zdomieszkowania i zdolność do 
elektrokatalitycznego utleniania. Stopień utlenienia polimeru może być kontrolowany przez 
ilość przepuszczanego ładunku, a także przez czas trwania polimeryzacji.  
Według uproszczonego mechanizmu polimeryzacji przedstawionego przez grupę 
Maynora [143] (rys. 17) proces ten inicjowany jest elektrochemicznym wytworzeniem 
kationorodników z cząstek monomerów, które następnie wskutek sprzęgnięcia i deprotonacji 
tworzą dimer. Wytworzone w ten sposób indywidua ulegają elektrochemicznemu utlenieniu, 
w konsekwencji którego są wytwarzane kationorodniki dimerów. Ostatnim etapem procesu 
polimeryzacji jest parowanie rodników wytworzonych w przestrzeni przyelektrodowej.  
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Rys. 17. Uproszczony mechanizm elektropolimeryzacji 3,4-etylenodioksytiofenu [143]. 
PEDOT łatwo ulega reakcjom utlenienia i redukcji, które powodują zmianę jego 
barwy. W stanie neutralnym polimer jest matowy i ciemnoniebieski, natomiast w stanie 
utlenionym jest przezroczysty o barwie błękitnej (powstają dodatkowe pasma w obszarze 
wzbronionym co umożliwia absorpcję światła przy potencjale 0.75 V). Szybkość reakcji 
utlenienia jest wyższa niż szybkość redukcji, natomiast współczynnik dyfuzji jest trzykrotnie 
wyższy niż dla innych polimerów [144]. PEDOT w stanie utlenionym jest polimerem bardzo 
stabilnym, w zależności od towarzyszącego mu anionu osiąga wysokie przewodnictwo [145, 
146, 147].  
 Wyjątkową cechą PEDOTu jest stały opór właściwy [147, 148], który nawet po roku 
przechowywania w temperaturze pokojowej nie wykazuje praktycznie żadnych zmian [149]. 
Oprócz tego, PEDOT wykazuje niższą toksyczność niż anilina, której produkty degradacji są 
rakotwórcze [150]. Ponadto, na podstawie badań w roztworze heksafluorofosforanu 
tetrabutyloaminowego stwierdzono, że poli(3,4-etylenodioksytiofen) wykazuje trwałość aż do 
potencjału 2.2 V. Powyżej tej wartości następuje jego pełny rozkład [147]. Na podstawie 
pomiaru spadku przewodnictwa w funkcji czasu (temp. 150° C) została zbadana również 
kinetyka procesu rozkładu PEDOTu. Stwierdzono, że w tych warunkach połowiczny czas 
rozkładu polimeru wynosi ok. 250 godzin [148].  
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4.3. Zastosowanie PEDOTu w bioelektrokatalizie 
 
Ze względu na wysokie przewodnictwo i dobrą stabilność, PEDOT jest szeroko 
wykorzystywany do konstrukcji elektrod enzymatycznych. Grupa Bretta [151] skonstruowała 
bioczujnik do oznaczania cholesterolu w mleku krowim oraz w żółtku jaja kurzego. Do jego 
budowy jako matrycę wykorzystali błękit polimetylenowy (PMB) i PEDOT, na której 
unieruchomiono (metodą adsorpcji) oksydazę cholesterolową. Niska stabilność 
spolimeryzowanego błękitu metylenowego została poprawiona poprzez zastosowanie 
PEDOTu jako hydrofobowej warstwy ochronnej, zapobiegającej rozpuszczaniu warstwy 
mediatora. Bioczujnik charakteryzował się niskim limitem detekcji (1.6 µM) i czułością 
równą 79.0 µA/mM·cm2.  
Matrycę PMB/PEDOT z unieruchomioną oksydazą glukozy wykorzystano również do 
przygotowania bioczujnika do oznaczania glukozy [152]. Oba komponenty warstwy miały 
wpływ na wzrost czułości biosensora, dodatkowo PEDOT poprawił stabilność fizyczną. Po 
miesiącu pracy czułość biosensora zmniejszyła się jedynie o 10%, co może sugerować że 
układ PMB/PEDOT pomaga zachować aktywność enzymu.  
Chiu i współpracownicy [153] skonstruowali elektrodę złożoną z dwuwarstwy 
PEDOT – błękit  pruski (PB) oraz nanorurek węglowych i oksydazy glukozy. Do 
wytworzenia dwuwarstwy wykorzystano błękit pruski prażony i nieprażony. Elektroda z 
prażonym PB charakteryzowała się zakresem liniowości w przedziale od 1 do 10 mM               
i  czułością równą 2.67 µA/mM·cm2. Po miesiącu przechowywania w buforze fosforanowym, 
w temp 4°C zaobserwowano jedynie 18% spadek gęstości prądu w stosunku do wartości 
początkowej. Uzyskane wyniki wskazują, że prażony błękit pruski dostarcza powierzchni do 
wzrostu polimeru i immobilizacji enzymu. Zaobserwowano również, że wprowadzenie 
nanorurek węglowych poprawia czułość i pozwala uzyskać detekcję glukozy na poziomie 
µM. Zaprojektowany układ może zostać wykorzystany jako elastyczny biosensor paskowy do 
domowego oznaczania glukozy.  
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5. Techniki pomiarowe 
5.1. Woltamperometria cykliczna 
 
 Woltamperometria cykliczna jest metodą elektrochemiczną umożliwiającą badanie 
procesów utleniania i redukcji zachodzących na granicy faz elektroda/roztwór, zarówno gdy 
substancja elektroaktywna jest transportowana do elektrody z głębi roztworu, jak i wtedy gdy 
jest zaadsorbowana na powierzchni elektrody. Jest podstawową techniką wykorzystywaną do 
badania warstw kompozytowych, osadzonych na elektrodach. 
W woltamperometrii cyklicznej stosuje się najczęściej układ trójelektrodowy, w skład 
którego wchodzi elektroda pracująca, odniesienia i pomocnicza. Jako elektrody pracujące 
stosowane są elektrody z węgla szklistego, złote, platynowe, a także rtęciowe (wisząca 
elektroda rtęciowa). Potencjał elektrody odniesienia powinien być stały, nawet dla małych 
wartości przepływającego prądu (tzw. elektroda idealnie niepolaryzowana). Elektroda 
pomocnicza powinna charakteryzować się dużą powierzchnią i nie ulegać reakcjom 
elektrodowym.  
 Metoda woltamperometrii cyklicznej polega na rejestrowaniu prądu przepływającego 
przez elektrodę pracującą w funkcji przyłożonego potencjału. Potencjał elektrody pracującej 
zmienia się liniowo i cyklicznie w czasie wraz z szybkością polaryzacji (Rys. 18). 
 
Rys. 18. Zależność zmian wartości potencjału w funkcji czasu. 
Do elektrody pracującej przykładany jest potencjał początkowy (E0), przy którym nie 
zachodzi żadna reakcja elektrodowa, a rejestrowany jest jedynie prąd pojemnościowy. 
Następnie  potencjał ulega zmianie do wartości, przy której zachodzą procesy redoks. Przy 
potencjale końcowym (EI) następuje odwrócenie kierunku polaryzacji. 
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 Zależność mierzonego prądu od przyłożonego potencjału zależy od wielu czynników, 
m.in. od szybkości przeniesienia ładunku i dyfuzji substancji elektroaktywnej do powierzchni 
elektrody. Wyróżniamy trzy typy procesów elektrodowych: 
 odwracalny – szybkość przeniesienia elektronu jest większa niż szybkość transportu 
substancji elektroaktywnej do powierzchni elektrody, 
 nieodwracalny – przeniesienie elektronu jest procesem wolniejszym niż transport 
substancji elektroaktywnej, 
 quasi-odwracalny – posiada cechy zarówno procesu odwracalnego i nieodwracalnego.  
W przypadku procesu odwracalnego, na woltamperogramie zaobserwujemy piki (rys. 
19). Podczas zmiany potencjału w kierunku potencjałów dodatnich zachodzi proces utleniania 
substancji elektroaktywnej. Wzrost wartości prądowej jest związany z przebiegiem reakcji 
elektrodowej i na krzywej woltamperometrycznej obserwujemy pik utlenienia. Po odwróceniu 
kierunku polaryzacji elektrody pracującej, zachodzi proces redukcji produktów reakcji 
utlenienia. Obserwujemy spadek wartości prądowej, a na woltamperogramie wykształca się 
pik redukcji.  
 
 
Rys. 19. Cykliczna krzywa woltamperometryczna dla procesu odwracalnego. 
 Wielkość prądu piku, dla idealnych odwracalnych procesów elektrodowych 
kontrolowanych dyfuzyjnym transportem masy opisuje równanie Randlesa – Sevčika (temp. 
25 ˚C): 
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  Ip  = 2.69 ∙ 10
5
 n
3/2
 A D
1/2
 v
1/2
 C                                 Równanie 9 
gdzie: 
n – liczba elektronów biorących udział w reakcji, 
A – powierzchnia elektrody [cm2], 
D – współczynnik dyfuzji reagenta [cm2/s], 
v – szybkość zmiany potencjału [V/s], 
C – stężenie substancji elektroaktywnej [mol/cm3]. 
 Z równania 9 wynika, że prąd jest proporcjonalny do stężenia substancji 
elektroaktywnej w roztworze. Im większa jest szybkość zmiany potencjału, tym większy prąd 
piku. Zależy on liniowo od pierwiastka kwadratowego z szybkości polaryzacji [154]. 
Zależność ta jest kryterium diagnostycznym określającym charakter dyfuzyjny transportu 
substancji elektroaktywnej do elektrody z nieograniczonego obszaru dyfuzji. Gdy szybkość 
zmian potencjału jest bardzo wolna, występują dodatnie odchylenia od liniowości zależności 
ip=f(v
1/2) i proces jest kontrolowany dyfuzją sferyczną. Natomiast, dla bardzo dużych 
szybkości występują ujemne odchylenia od liniowości zależności ip=f(v
1/2) świadczące o 
ograniczeniach kinetycznych procesu elektrodowego. 
 Na podstawie różnicy pomiędzy potencjałami piku anodowego (Epa) i katodowego 
(Epc) można określić typ procesu. Dla odwracalnego procesu elektrodowego jest ona opisana 
równaniem: 
ΔEp =Epa -  Epc = 2.22 (RT/nF) = 0.059/n V                             Równanie 10 
gdzie, 
R – stała gazowa równa 8.314 [J/K mol], 
T – temperatura bezwzględna [K], 
n – liczba elektronów biorących udział w reakcji, 
F – stała Faradaya równa 96485 [C/mol]. 
Zatem w warunkach normalnych (298 K) ΔEp dla procesu jednoelektronowego jest równa 59 
mV. 
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 Średnia arytmetyczna z wartości potencjału pomiędzy pikami utlenienia i redukcji 
(tzw. potencjał międzypiku) odpowiada wartości potencjału formalnego (E0) danej pary 
redoks. W dalszej części pracy będę używać terminu potencjał formalny. 
Z pomiarów różnicy potencjałów pików możemy wnioskować o odwracalności 
procesów elektrodowych. Dla procesów nieodwracalnych różnica potencjałów pików jest 
większa od 0.059 V. Wartości potencjału pików zależą od szybkości zmiany potencjału. 
Potencjał piku katodowego przesuwa się o wartość 1.15 RT/αnF a  anodowego o  1.15 RT/(1-
α) nF na jednostkę logarytmiczną szybkości polaryzacji.  
Jeśli weźmiemy pod uwagę układ, w którym substancja elektroaktywna jest związana 
w warstwie na elektrodzie, natomiast nie ma jej obecnej w roztworze, wówczas proces 
elektrodowy redoks przebiega tylko w warstwie, a rejestrowanym sygnałem jest pik typu 
powierzchniowego [155]. Na woltamperogramie zaobserwujemy wtedy charakterystyczne, 
idealnie symetryczne piki (rys. 20). Szerokość połówkowa pików jest równa ( równanie 11): 
  ΔEp,1/2 = 3.53 RT/nF= 90.6/n [mV] w 25 ˚C                                 Równanie 11 
Z równania 11 można wyznaczyć liczbę elektronów biorących udział w procesie 
elektrodowym.  
 
Rys. 20. Cykliczna krzywa woltamperometryczna elektrody pokrytej warstwą substancji 
elektroaktywnej. 
 W przypadku pokrycia powierzchni elektrody substancją elektroaktywną, wartość 
prądu piku (ip) zależy od szybkości zmiany potencjału, zgodnie z zależnością (równanie 12): 
55 
 
  ip = 
𝒏𝟐𝑭𝟐𝒗 𝑨 𝜞
𝟒 𝑹 𝑻
                                                  Równanie 12 
gdzie, 
n – liczba elektronów biorących udział w reakcji, 
F – stała Faradaya równa 96485 [C/mol], 
v – szybkość polaryzacji [V/s], 
A – powierzchnia elektrody [cm2], 
Γ – stężenie powierzchniowe substancji zaadsorbowanej [mol/cm2], 
R – stała gazowa równa 8.314 [J/K mol], 
T – temperatura bezwzględna [K]. 
Z równania wynika, że prąd piku jest wprost proporcjonalny do szybkości polaryzacji 
(w przypadku procesów powierzchniowych) [156]. Z ładunku (Q [C]) biorącego udział w 
procesie elektrodowym można wyznaczyć również stężenie powierzchniowe substancji 
zaadsorbowanej (Γ): 
  Γ = Q/nFA                                                              Równanie 13 
Wartość od 1 do kilku 10-10 mol/cm2 odpowiada pokryciom typu monowarstwowego. 
Zachowanie zbliżone do idealnego obserwuje się zazwyczaj przy małych szybkościach 
polaryzacji, dla większych szybkości często pojawia się różnica między potencjałem piku 
anodowego i katodowego, co jest spowodowane ograniczeniami w kinetyce transportu 
ładunku. Zależność prądu piku od szybkości zmiany polaryzacji potencjału przestaje być 
zależnością liniową, charakterystyczną dla procesów powierzchniowych.   
 
5.2. Chronoamperometria 
 
 Chronoamperometria jest metodą wykorzystywaną do badania mechanizmów reakcji 
elektrodowych i aktywności układów katalitycznych w procesach elektrochemicznych. W 
metodzie tej rejestruje się zmiany prądu w funkcji czasu po przyłożeniu stałego potencjału, 
(przy którym zachodzi reakcja elektrodowa substancji) do elektrody pracującej. Podobnie jak 
w metodzie woltamperometrii cyklicznej, najczęściej stosowany jest układ trójelektrodowy. 
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Badany roztwór powinien pozostawać w spoczynku, aby transport substratu do elektrody 
odbywał się na drodze dyfuzji [154]. 
W przypadku, gdy przykładany potencjał nie mieści się w zakresie przebiegu procesu 
elektrochemicznego, mierzony w chronoamperometrii prąd spadałby wykładniczo do zera. 
Natomiast w sytuacji procesu kontrolowanego kinetycznie prąd maleje, ale tylko do pewnej 
granicznej wartości. Wartość graniczna jest proporcjonalna do stężenia substratu i określa 
jakość badanego katalizatora. W przypadku procesu kontrolowanego dyfuzyjnie, mierzony 
prąd również spada wykładniczo do pewnej wartości, która jest proporcjonalna do gradientu 
stężenia depolaryzatora i której wartość pozwala wyznaczyć współczynnik dyfuzji.  
Przebieg typowej krzywej chronoamperometrycznej został przedstawiony na rysunku 
21.  
 
Rys. 21. Krzywa chronoamperometryczna.  
Na początku pomiaru rejestrowany prąd osiąga maksimum a następnie maleje 
wykładniczo. Spadek wartości prądowych wynika z obniżającego się stężenia reagenta w 
przestrzeni przyelektrodowej.  
W przypadku dyfuzji liniowej depolaryzatora do powierzchni elektrody, prąd 
odpowiadający przejściu formy utlenionej do zredukowanej wyrażony jest w równaniem 
Cottrella (równanie 14) [154]: 
 i = 
𝒏 𝑭 𝑨 𝑪 𝑫𝟏/𝟐
𝜫𝟏/𝟐𝒕𝟏/𝟐 
                                               Równanie 14 
gdzie, 
n – liczba elektronów biorących udział w reakcji, 
57 
 
F – stała Faradaya równa 96485 [C/mol], 
A – powierzchnia elektrody [cm2], 
C – stężenie substancji elektroaktywnej [mol/cm3], 
D – współczynnik dyfuzji reagenta [cm2/s], 
t – czas [s]. 
 Za pomocą techniki amperometrycznej wyznaczono parametry kinetyki 
enzymatycznej w procesie utleniania glukozy w obecności różnych mediatorów. 
 
5.3. Chronokulometria 
 
 Chronokulometria jest metodą pozwalającą na określenie kinetyki niektórych 
procesów elektrodowych oraz procesów chemicznych sprzężonych z reakcją elektrodową. W 
metodzie tej rejestrujemy ładunek przepływający przez układ, po przyłożeniu stałego 
potencjału do elektrody pracującej (rys. 22 a). Podczas pomiaru, podobnie jak w 
chronoamperometrii substraty reakcji elektrodowej powinny być doprowadzane do 
powierzchni elektrody wyłącznie na drodze dyfuzji. 
(a)  
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(b)  
Rys. 22. Krzywa chronokulometryczna dla elektrod modyfikowanych filmami zawierającymi 
trójwymiarowo rozłożone centra redoks. 
 Dla procesów kontrolowanych dyfuzją zależność ładunku w funkcji czasu elektrolizy 
opisywana jest  scałkowanym równaniem Cottrella: 
  Q = 
2 n F A C 𝐷1/2 𝑡1/2
𝛱1/2
   + Qpoj  + Qads                                    Równanie 15 
gdzie, 
Q – ładunek związany z procesem elektrodowym [C], 
Qpoj – ładunek związany z ładowaniem lub rozładowaniem warstwy podwójnej podczas 
skokowej zmiany potencjału elektrody, 
Qads – ładunek związany z zaadsorbowanym depolaryzatorem na powierzchni,   
n – liczba elektronów biorących udział w reakcji elektrodowej, 
F – stała Faradaya równa 96485 [C/mol], 
A – powierzchnia elektrody [cm2], 
C – stężenie substancji elektroaktywnej [mol/cm3], 
D – współczynnik dyfuzji reagenta [cm2/s], 
t – czas elektrolizy [s]. 
 W przypadku elektrod modyfikowanych człony Qpoj i Qads są relatywnie małe. W 
związku z tym, że adsorpcja dotyczy jednej monowarstwy a efekt pojemnościowy dotyczy 
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kilku monowarstw i jest znacznie mniejszy niż warstwa modyfikująca elektrodę, można te 
człony pominąć. Aby sprawdzić poprawność przybliżenia można wykonać krzywą zależności 
ładunku od pierwiastka z czasu w celu wyznaczenia ich wartości (rys. 22 b). Nachylenie 
krzywej powinno być równe 2nFACD1/2/Π1/2. Znając stężenie substancji elektroaktywnej 
można wyznaczyć współczynnik dyfuzji lub parametr CD1/2. Kryterium diagnostycznym  
potwierdzającym dyfuzję liniową jest liniowość tej zależności [157]. Z analizy można 
wyciągnąć szereg wniosków dotyczących efektów związanych z przebiegającymi procesami. 
Gdy czas pulsu jest odpowiednio krótki oraz zaniedbywalne są adsorpcja substancji 
elektroaktywnej na powierzchni elektrody i ładowanie warstwy podwójnej, zależność 
przechodzi przez początek układu współrzędnych co wskazuje na dyfuzję liniową substancji 
do powierzchni elektrody. Ujemne odchylenie od liniowości świadczy o ograniczeniach 
kinetycznych zachodzących procesów elektrodowych, natomiast odchylenie dodatnie 
świadczy o wkładzie dyfuzji sferycznej lub efektów omowych lub migracyjnych [155].  
 Metodę tę wykorzystano do określenia współczynników dyfuzji dla transportu 
ładunku w układach enzymatycznych a także do określenia efektywności katalitycznej układu 
bioelektrokatalitycznego wobec utleniania glukozy.  
 
5.4. Transmisyjny Mikroskop Elektronowy (TEM) 
 
 Dzięki zastosowaniu transmisyjnego mikroskopu elektronowego możemy określić 
strukturę powierzchni badanej warstwy oraz wielkości nanocząstek. Został zbudowany na 
wzór klasycznego mikroskopu optycznego, z tą różnicą, że wiązka padającego światła została 
zastąpiona wiązką elektronów, natomiast soczewki optyczne – soczewkami magnetycznymi. 
Na rysunku 23 przedstawiono schemat budowy mikroskopu.  Elektrony są przyspieszane za 
pomocą wysokiego napięcia i ogniskowane przez soczewki kondensatora. W ten sposób 
oświetlane jest pole widzenia w płaszczyźnie próbki. Oświetlone pole ma zwykle średnicę do 
10 µm. Elektrony, które nie uległy rozproszeniu po przejściu przez tarczę badanego materiału, 
są zbierane przez soczewkę obiektywu, która tworzy powiększony obraz próbki. W efekcie 
można uzyskać obraz w powiększeniu nawet 15 milionów razy. W prostych mikroskopach 
napięcie przyspieszające wynosi 100-200 kV, w średnionapięciowych 200-500 kV, natomiast 
w wysokonapięciowych nawet 500-3mV, co zapewnia lepszą transmisję oraz rozdzielczość 
[158]. Jednak elektrony o wysokiej energii kinetycznej mogą powodować niszczenie 
analizowanych próbek [159]. 
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Technika ta została wykorzystana do zbadania struktury nanorurek węglowych 
stabilizowanych kwasem 4-pirol-1-yl-benzoesowym.  
 
Rys. 23. Schemat budowy transmisyjnego mikroskopu elektronowego (TEM) [160].  
 
5.5. Skaningowy mikroskop elektronowy (SEM) 
 
 Skaningowy mikroskop elektronowy pozwala zobrazować morfologię oraz skład 
pierwiastkowy danej warstwy. Głównym elementem skaningowego mikroskopu 
elektronowego jest katoda (standardowo zbudowana z LaB6 lub wolframu), która jest źródłem 
elektronów. W skaningowym mikroskopie elektronowym wiązka elektronów nie przenika 
przez próbkę. Jest ona ogniskowana do bardzo małych rozmiarów na badanym obiekcie a 
następnie ją skanuje. Wiązka ta jest formowana przez układ soczewek elektronowych. 
Powstały obraz tworzy się na skutek rejestracji elektronów odbitych od powierzchni badanej 
warstwy (rys. 24). Napięcie przyspieszające  jest o wiele mniejsze niż w przypadku TEM i 
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wynosi 1-30 kV. Aby uzyskać jak największą ilość szczegółów badanej powierzchni w 
przypadku źródeł o dużej jasności (FEG lub LaB6) stosuje się niskie napięcie. Stosowanie 
niskiego napięcia zmniejsza także gromadzenie się ładunków elektrostatycznych na 
powierzchni słabo przewodzących lub nieprzewodzących próbek [126].  
 
Rys. 24. Schemat budowy skaningowego mikroskopu elektronowego (SEM) [160].  
 Zintegrowanie skaningowego mikroskopu elektronowego z mikrosondą elektronową 
pozwala na analizę składu badanych próbek. Sonda elektronowa wykorzystuje emisję 
promieniowania rentgenowskiego, które powstaje w wyniku oddziaływania obiektu z wiązką 
elektronów o dużej energii. EDS pozwala określać średni skład próbki w dowolnym miejscu. 
  W pracy technikę tę wykorzystano do określenia morfologii nanorurek węglowych, 
układów enzymatycznych z mediatorem oraz matrycy złożonej z nanorurek węglowych i 
polimeru przewodzącego. 
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5.6. Mikroskop Sił Atomowych (AFM) 
 
 Mikroskop sił atomowych umożliwia obserwację powierzchni ciał stałych w 
powiększeniu i w trzech wymiarach. Działanie mikroskopu polega na pomiarze siły 
oddziaływań występujących między badaną próbką a sondą, mającą kształt ostrej igły. Pomiar 
siły pomiędzy ostrzem a badaną powierzchnią dokonywany jest przy użyciu dźwigni. 
Mikroskop może działać w trzech podstawowych trybach pracy – kontaktowym, 
bezkontaktowym i z przerywanym kontaktem (semikontaktowym). Tryb kontaktowy 
charakteryzuje się bezpośrednim kontaktem ostrza pomiarowego z badaną próbką (odległość 
między ostrzem a atomami badanej próbki jest mniejsza niż 0.1 nm). W tym zakresie 
odległości działa siła odpychania. Wykorzystywane są krótko zasięgowe siły oddziaływania 
międzyatomowego. W trybie bezkontaktowym odległość pomiędzy ostrzem a badaną próbką 
wynosi 10-100 nm, i dlatego między ostrzem a atomami próbki występują siły przyciągania. 
Na ostrze mogą działać również siły magnetyczne, elektrostatyczne, przyciągające Van der 
Waalsa oraz kapilarne. Ograniczeniem w układzie bezkontaktowym jest to, że siły Van der 
Waalsa są znacznie słabsze od sił odpychania i ich detekcja jest trudniejsza. Metoda z 
przerywanym kontaktem polega na wprowadzeniu dźwigni w drgania, która jest przesuwana 
po próbce tak, aby sporadycznie ją dotykać. Zaletą metody semikontaktowej jest duża 
stabilność i liniowość sygnałów pomiarowych [161]. Zaletą jest również to, że podczas badań 
nie następuje niszczenie próbek. Schemat budowy mikroskopu został przedstawiony na rys. 
25. 
Za pomocą mikroskopu sił atomowych zbadano morfologię warstwy z mediatorem.  
 
Rys. 25. Schemat budowy mikroskopu sił atomowych. 
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5.7. Spektroskopia w podczerwieni z transformacją Fouriera (FTIR) 
 
Za pomocą spektroskopii w podczerwieni można ustalić strukturę cząsteczek (jakie 
grupy funkcyjne są w analizowanym związku) i ich oddziaływania z otoczeniem. Metoda ta 
wykorzystuje absorpcję promieniowania elektromagnetycznego o określonej długości fali       
(4000-200 cm
-1) przez oscylujące cząsteczki. Zaabsorbowana energia powoduje wzrost 
energii oscylacji atomów połączonych wiązaniami chemicznymi i przejście na poziom 
wzbudzony. Zaabsorbowane promieniowanie rejestrowane jest w postaci widma 
absorpcyjnego. Absorpcja danej długości fali jest powodowana drganiami poszczególnych 
grup funkcyjnych i wiązań chemicznych prowadząc do zmiany momentu dipolowego. Dla 
tego rodzaju spektroskopii wyróżnia się drgania rozciągające i zginające.                                                             
Z punktu widzenia mechaniki klasycznej cząsteczkę możemy przedstawić jako układ dwóch 
kul o pewnej masie połączonych sprężystymi wiązaniami. Częstość drgań dla cząsteczki 
dwuatomowej, traktowanej jako oscylator harmoniczny opisywana jest równaniem: 
 υ0 = 
𝟏
𝟐𝜫
 (
𝒇
𝒎𝒓𝒆𝒅
)
1/2
  [Hz]     lub   υ0 = 
𝟏
𝟐𝜫𝒄
 (
𝒇
𝒎𝒓𝒆𝒅
)
1/2
  [cm
-1
]                     Równanie 16 
gdzie, 
f – stała siłowa, 
c – prędkość światła, 
mred – masa zredukowana. 
Stała siłowa charakteryzuje sprężystość wiązania i równa jest sile F przypadającej na 
przesunięcie Δx. Znak minus oznacza, że siła jest skierowana przeciwnie do przesunięcia 
(równanie 17).  
  f = - 
𝑭
𝚫𝒙
                                                           Równanie 17 
 Metodę tą wykorzystano w celu sprawdzenia struktury zaadsorbowanego mediatora 
oraz potwierdzenia obecności polimeru przewodzącego w warstwie CNT/PyBA/PEDOT. 
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Część eksperymentalna  
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6. Odczynniki chemiczne i aparatura pomiarowa 
 
 Odczynniki chemiczne: 
 3,4-etylenodoksytiofen (EDOT), Aldrich, USA 
 kwas 4-pirol-1-yl benzoesowy (PyBA), Aldrich, USA 
 oksydaza glukozy Aspergillus niger (GOx), Sigma Aldrich, USA 
 albumina wołowa (BSA), Sigma Aldrich, USA 
 aldehyd glutarowy 50%, Aldrich, USA 
 tetratiafulwalen (TTF), Aldrich, USA 
 siarczan N-metylofenazyny (NMP), Fluka, Szwajcaria 
 wielościenne nanorurki węglowe  99% (CNT), Aldrich, USA 
 Nafion 5% , Aldrich, USA 
 Etanol 99.8%, cz.d.a., Polskie Odczynniki Chemiczne (POCh), Gliwice, Polska 
 glukoza cz.d.a., Polskie Odczynniki Chemiczne (POCh), Gliwice, Polska 
 wodorofosforan (V) dipotasu cz.d.a., Polskie Odczynniki Chemiczne (POCh), 
Gliwice, Polska 
 dwuwodorofosforan (V) potasu cz.d.a., Polskie Odczynniki Chemiczne (POCh), 
Gliwice, Polska 
 woda trójkrotnie destylowana przy użyciu systemu Mili-Q 
 argon o wysokim stopniu czystości do odtleniania roztworów 
 tlen medyczny o wysokim stopniu czystości do natleniania roztworów 
 
Aparatura pomiarowa: 
 potencjostaty 660b, 1030c – CH Instruments Inc., Austin, Texas, USA                     
Badania prowadzono w konwencjonalnym układzie trójelektrodowym. 
 pH-metr z kombinowaną elektrodą szklaną– Mettler Toledo, Polska 
 skaningowy mikroskop elektronowy (SEM) – Zeiss, Merlin 
 transmisyjny mikroskop elektronowy (TEM) – JOEL 2010 F                   
Przyłożone napięcie wynosiło 200 kV. 
 spektrometr FTIR – NICOLET  iN10 MX               
Widma absorpcji w podczerwieni rejestrowane były metodą zewnętrznego odbicia. 
Kąt padającej wiązki wynosił 80̊. 
 mikroskop sił atomowych (AFM) – Nanosurf EasyScan, Szwajcaria 
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Do badania wykorzystano tipy o grubości 7.0 ±1 µm i długości 225 ± 10 µm, 
wykonane z silikonu o oporze właściwym wynoszącym 0.01 – 0.02 Ωcm.  
 
Elektrody: 
 
 elektroda dyskowa z węgla szklistego, o powierzchni 0.071 cm2 – CH Instruments Inc. 
Austin, Texas, USA 
 płytki z węgla szklistego o powierzchni 1 cm2 stosowane jako podłoże do badań 
mikroskopowych i spektroskopowych w podczerwieni (Polska) 
 siateczki niklowe wykorzystywane jako podłoże do badań techniką transmisyjnej 
mikroskopii elektronowej (Agar Scientific, UK) 
 nasycona elektroda chlorosrebrowa (Ag/AgCl/KCl) z podwójnym płaszczem 
(Minerał, Warszawa, Polska) 
 elektroda platynowa Pt (Minerał, Polska) 
 
Warunki eksperymentalne: 
 Wszystkie pomiary zostały  przeprowadzone w temperaturze pokojowej. Elektrolitem 
podstawowym  był bufor fosforanowy o pH 7.0. Przed pomiarem roztwory odtleniano 
argonem przez około 15 minut. Elektrody pracujące czyszczono i polerowano przy użyciu 
zawiesin tlenku glinu (o wielkości ziaren 1.0 µm i 0.05 µm ) rozprowadzonych na suknie 
polerskim a następnie przepłukiwano wodą destylowaną.  
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7. Bioelektrokatalityczne utlenianie glukozy na zintegrowanych 
układach kompozytowych z mediatorem 
 
Wstęp 
 
W przypadku gdy kontakt pomiędzy centrum redoks enzymu a elektrodą jest 
utrudniony, można go uzyskać poprzez zastosowanie mediatorów, które uczestniczą w 
przeniesieniu elektronu. Zastosowanie mediatorów niesie za sobą wiele korzyści. Elektrody 
enzymatyczne do których konstrukcji wykorzystano mediatory o odpowiednio niskim 
potencjale pary redoks zapobiegają interferencjom ze strony niepożądanych substancji [51].  
Także całkowita sprawność przeniesienia elektronu zależy od właściwości użytego mediatora 
– potencjał enzymatycznej elektrody pracującej zdeterminowany jest potencjałem utlenienia 
mediatora.  Poza tym, jeśli do utlenienia zredukowanego mediatora nie są potrzebne protony 
to elektroda z unieruchomionym biokatalizatorem pozostaje niewrażliwa na zmiany pH. 
Zastosowanie mediatorów powoduje również, że pomiary są niezależne od stężenia tlenu. 
  
7.1. Przygotowanie nanorurek węglowych (CNT) modyfikowanych kwasem 
4-pirol-1-yl- benzoesowym (PyBA) 
 
 Kwas 4-pirol-1-yl-benzoesowy jest związkiem chemicznym zbudowanym z 
pierścienia pirolowego i benzenowego  połączonego z grupą karboksylową (rys. 26). 
                                                                       OOH
N
  
Rys. 26. Wzór strukturalny kwasu 4-pirol-1-yl benzoesowego. 
 Obecność grupy funkcyjnej umożliwia immobilizację enzymu za pomocą wiązań 
amidowych do powierzchni warstwy kompozytowej [162], ponadto kwas ten poprawia 
stabilność, trwałość mechaniczną i homogeniczność warstwy biokatalitycznej. Własności te 
68 
 
zostały wykorzystane m.in. przy konstrukcji bioczujnika glukozowego [163] czy 
bioelektrokatalitycznej redukcji tlenu [164, 165]. 
 Przygotowanie zawiesiny nanorurek węglowych modyfikowanych PyBA polegało na 
odważeniu 10 mg nanorurek węglowych i zalaniu ich 5 ml wcześniej przygotowanego 
roztworu PyBA. Następnie zawiesinę pozostawiono przez 12 godzin w łaźni ultradźwiękowej. 
Po tym czasie mieszaninę odwirowano i usunięto ciecz znad osadu, następnie zalano świeżym 
roztworem kwasu. Czynności te powtórzono trzykrotnie. Po usunięciu roztworu PyBA 
wprowadzono 5 ml wody destylowanej, a następnie odwirowano. Czynność tę powtórzono 
trzy razy. W rezultacie otrzymano koloidalny roztwór nanorurek węglowych stabilizowanych 
kwasem 4-pirol-1-yl benzoesowym, które w odróżnieniu od niemodyfikowanych nanorurek  
nie wykazywał tendencji do aglomeracji i sedymentacji po wprowadzeniu do wody.  Na 
rysunku 27 przedstawiono zdjęcia nanorurek węglowych niemodyfikowanych (a) i 
modyfikowanych PyBA (b) wykonane za pomocą transmisyjnego mikroskopu 
elektronowego. Poza niewielkim wzrostem średnicy nanorurek, związanym z obecnością 
zaadsorbowanego kwasu 4-pirol-1-yl benzoesowego na ich powierzchni, nie zauważono 
różnic w morfologii pomiędzy strukturami zmodyfikowanymi i niemodyfikowanymi. 
(a)  (b)  
Rys. 27. Zdjęcia nanorurek węglowych niemodyfikowanych (a) i modyfikowanych kwasem 4-
pirol-1-yl benzoesowym (b) wykonane za pomocą transmisyjnego mikroskopu elektronowego. 
Przygotowaną wcześniej zawiesinę nanorurek węglowych modyfikowanych PyBA 
wykorzystano do przygotowania „tuszu”. Do 0.5 ml zawiesiny modyfikowanych nanorurek 
dodano 100 µl etanolu i mieszano na mieszadle magnetycznym przez godzinę, a następnie 
dodano 10 µl 5% Nafionu i dalej mieszano przez godzinę.  
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7.2. Przygotowanie i charakterystyka układu złożonego z modyfikowanych 
nanorurek węglowych, siarczanu N-metylofenazyny i oksydazy glukozy 
 
7.2.1. Siarczan N-metylofenazyny jako mediator redoks w procesie utleniania 
glukozy 
 
Siarczan N-metylofenazyny (NMP) (rys. 28) był stosowany jako mediator do 
katalitycznego utleniania glukozy [166], a także NADH [167], ksantyny [168], kwasu 
jabłkowego [169] oraz do redukcji nadtlenku wodoru [170, 171].  
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Rys. 28. Wzór strukturalny siarczanu N-metylofenazyny (NMP). 
Należy do mediatorów rozpuszczalnych w wodzie, co niestety może być przyczyną 
wyciekania z warstwy, kiedy zanurzymy elektrodę w roztworze. Jednak badania naukowe 
donoszą, że mediatory rozpuszczalne w wodzie, mogą być z powodzeniem zaadsorbowane na 
powierzchni elektrody grafitowej lub pastach opartych na nanomateriałach węglowych [172]. 
Roztwór mediatora należy chronić przed światłem, ze względu na możliwą degradację NMP. 
Zmiana koloru roztworu z żółtego na zielony wskazuje na rozkład mediatora [169]. 
 
7.2.1.1. Charakterystyka elektrochemiczna warstwy NMP na elektrodzie z węgla 
szklistego 
 
 Przygotowanie elektrody modyfikowanej siarczanem N-metylofenazyny (NMP) 
polegało na zanurzeniu czystej elektrody w roztworze mediatora o stężeniu 0.2 mM, a 
następnie na woltamperometrycznej cyklizacji w zakresie potencjałów od -0.5 do 0.2 V (10 
cykli) z szybkością polaryzacji równą 5 mV/s. Następnie elektrodę wyjęto i opłukano wodą 
destylowaną i pozostawiono do wyschnięcia w ciemnym miejscu. Dalej na elektrodę 
nakroplono 5 µl Nafionu (0.5%) i wysuszono. Tak przygotowaną elektrodę zanurzono do 
odtlenionego roztworu 0.1 M buforu fosforanowego o pH 7.0. Roztwór mediatora 
przygotowywano zawsze tuż przed osadzaniem warstwy poprzez rozpuszczenie NMP w 
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buforze o pH 7.0. Narastanie warstw mediatora (rys. 29) widać poprzez wzrost prądów 
utleniania i redukcji.  
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Rys. 29. Elektrochemiczna polimeryzacja NMP metodą woltamperometrii cyklicznej z 0.2 mM 
roztworu NMP w buforze fosforanowym o pH 7.0. Szybkość polaryzacji 5 mV/s.  
 
Przed właściwym eksperymentem elektrodę z warstwą NMP cyklizowano przez 10 
minut w celu jej stabilizacji. Po ustabilizowaniu warstwy zarejestrowano woltamperogram 
cykliczny warstwy NMP (rys. 30), na którym widać dwie pary, dobrze zdefiniowanych pików 
przy potencjale formalnym wynoszącym -156 mV i -379 mV, odpowiednio dla I i II pary 
pików. Różnica pomiędzy potencjałami pików utlenienia i redukcji dla pary pików przy 
bardziej dodatnich potencjałach wynosi 61 mV, natomiast dla pików przy bardziej ujemnych 
potencjałach  29 mV. Są one bliskie wartości świadczącej o odwracalności procesu redoks 
typu powierzchniowego. Stosunki prądów pików utlenienia do pików redukcji dla obu par są 
bliskie jedności. Szerokość połówkowa piku określona dla pików utlenienia, dla I i II pary 
pików wynosi odpowiednio 135 mV i 58 mV. Pokrycie powierzchni przez NMP wyznaczone 
dla pików anodowych  wynosi  5.2·10-9 mol/cm2  i 5.4·10-10 mol/cm2 odpowiednio dla I i II 
piku, co jest równoznaczne z pokryciem monowarstwowym. 
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Rys. 30. Krzywa woltamperometryczna dla warstwy spolimeryzowanego NMP zarejestrowana 
na elektrodzie z węgla szklistego przy szybkości polaryzacji 5 mV/s. Elektrolit podstawowy: 
0.1 M bufor fosforanowy pH 7.0. 
 
Rysunek 31 przedstawia odpowiedzi woltamperometryczne dla NMP osadzonego na 
elektrodzie z węgla szklistego zarejestrowane przy różnych szybkościach polaryzacji, od 1 
mV/s do 169 mV/s. Gęstości prądów pików (rys. 32) wykazują liniowe zależności od 
szybkości polaryzacji do wartości 16 mV/s dla piku anodowego i katodowego I, wskazując na 
powierzchniowy charakter zachodzących procesów. Odstępstwa od liniowości świadczą o 
zahamowaniach kinetycznych. Potencjał formalny dla I pary pików jest praktycznie 
niezależny od szybkości polaryzacji. Różnice w potencjałach wahają się w granicach około 8 
mV.  
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Rys. 31. Krzywe woltamperometryczne warstwy NMP (osadzonych na elektrodzie z węgla 
szklistego) zarejestrowane przy różnych szybkościach polaryzacji w odtlenionym 0.1 M 
buforze fosforanowym o pH 7.0. 
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Rys. 32. Zależności gęstości prądu piku anodowego i katodowego I dla warstwy NMP od 
różnych szybkości polaryzacji, elektrolit podstawowy: odtleniony 0.1 M bufor fosforanowy o 
pH 7.0.  
 
7.2.1.2. Badanie trwałości warstwy  NMP 
 
Trwałość warstwy mediatora osadzonego na elektrodzie z węgla szklistego określono 
na podstawie procentowego spadku gęstości prądowej po określonym czasie. Najpierw 
zarejestrowana została cykliczna krzywa woltamperometryczna przy szybkości polaryzacji 
równej 5 mV/s. Potem elektrodę poddano cyklizacji trwającej 5 godzin, przy takiej samej 
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szybkości jak pierwszy cykl. Po tym czasie ponownie zarejestrowano cykliczną krzywą 
woltamperometryczną. Zaobserwowano, że nastąpił znaczny spadek gęstości prądów (rys. 
33), co może świadczyć o stopniowym rozpuszczaniu się warstwy osadzonej na elektrodzie w 
kontakcie z elektrolitem podstawowym.  
 
Rys. 33. Krzywe woltamperometryczne warstwy NMP osadzonej na elektrodzie z węgla 
szklistego zarejestrowane przed i po 5 godzinach cyklizacji, elektrolit podstawowy: odtleniony 
0.1 M bufor fosforanowy o pH 7.0. 
 
7.2.1.3. Charakterystyka spektroskopowa FTIR oraz mikroskopowa warstwy 
NMP 
 
Aby ustalić strukturę NMP osadzonego na powierzchni elektrody z węgla szklistego   
przeprowadzono badania przy użyciu spektroskopii w podczerwieni z transformacją Fouriera 
(FTIR) (rys. 34). Zarejestrowano również widmo FTIR dla NMP w pastylce KBr (rys. 33 a). 
Dla niespolimeryzowanego NMP pojawiły się pasma przy 3100 cm-1 i 3070 cm-1 
odpowiadające drganiom rozciągającym wiązania C-H, oraz pasma przy częstotliwości 1547 
cm
-1
 i 1459 cm
-1
  charakterystyczne dla wiązań C=C występujących w związkach 
aromatycznych. Obecność grupy C=N oraz C-N zostało potwierdzone występowaniem drgań 
rozciągających odpowiednio przy częstotliwości 1615 cm-1 i 1220 cm-1. W przypadku NMP 
osadzonego na płytce z węgla szklistego (rys. 33 b), widmo jest zmienione. Piki są 
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poszerzone i charakterystyczne pasma są przesunięte, co jest prawdopodobnie spowodowane 
polimeryzacją NMP. 
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Rys. 34. Widmo spektroskopowe FTIR (a) NMP w pastylce KBr (b) NMP osadzonym na płytce 
z węgla szklistego. 
 
 W celu sprawdzenia morfologii warstwy NMP na węglu szklistym zastosowano 
skaningowy mikroskop elektronowy (SEM) oraz mikroskop sił atomowych (AFM), które 
umożliwiły zobrazowanie warstwy na poziomie kilku µm.  
 
    
Rys. 35. Obraz warstwy NMP osadzonej na węglu szklistym wykonane za pomocą mikroskopu 
sił atomowych oraz wizualizacja 3D warstwy. 
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Na zamieszczonym powyżej rysunku 35 możemy zauważyć, że struktura NMP 
osadzonego na podłożu węglowym jest ziarnista, o zróżnicowanym rozmiarze ziaren. 
Potwierdza to również obraz 3D warstwy. Badania przy użyciu skaningowego mikroskopu 
elektronowego potwierdziły ziarnistość struktury, a także pokazały tendencję do tworzenia 
większych aglomeratów cząsteczek NMP i niezbyt równomiernego osadzania się na podłożu 
węglowym (rys. 36). 
                                 
Rys. 36. Zdjęcie warstwy NMP osadzonego na węglu szklistym wykonane za pomocą 
skaningowego mikroskopu elektronowego. 
 
7.2.2. Charakterystyka elektrochemiczna warstwy CNT/PyBA_NMP na 
elektrodzie z węgla szklistego 
 
 W celu przygotowania warstwy CNT/PyBA_NMP na elektrodę nakroplono 3 µl tuszu 
zawierającego modyfikowane nanorurki i pozostawiono do wyschnięcia. Następnie elektrodę 
zanurzono w świeżo przygotowanym roztworze mediatora i przeprowadzono 
elektroosadzanie, analogicznie jak w przypadku opisanym w rozdziale 7.2.1.1. Potem 
elektrodę wyjęto, opłukano wodą destylowaną i pozostawiono do wyschnięcia w ciemnym 
miejscu. Następnie na elektrodę nakroplono 5 µl Nafionu (0.5%) i wysuszono. Tak 
przygotowaną elektrodę zanurzono do odtlenionego roztworu 0.1 M buforu fosforanowego  o 
pH 7.0. Podobnie jak w przypadku warstwy NMP, elektrodę najpierw stabilizowano przez 10 
minut, a następnie zarejestrowano właściwy woltamperogram przy szybkości 5 mV/s. 
Rysunek 37 przedstawia dwie pary dobrze zdefiniowanych pików przy potencjale formalnym  
-141 mV dla I pary i -386 mV dla pary II. Przedstawione zależności nie są idealnie 
symetryczne. Różnica pomiędzy potencjałami pików utlenienia i redukcji dla I i II pary pików 
wynosi odpowiednio 52 mV i 49 mV. Są one zbliżone do wartości teoretycznej, świadczącej 
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o odwracalności procesu redoks typu powierzchniowego. Stosunki prądów pików utlenienia 
do pików redukcji dla obu par są bliskie jedności. Szerokość połówkowa piku (określona dla 
pików utlenienia) wynosi 128 mV dla I i 69 mV dla II piku i jest porównywalna do wartości 
teoretycznej charakterystycznej dla procesów jednoelektronowych. Pokrycie powierzchni 
przez układ CNT/PyBA_NMP oszacowane dla pików anodowych  wynosi  2.3·10-8 mol/cm2  i 
8.4·10-9 mol/cm2 odpowiednio dla I i II piku, co jest równoznaczne z pokryciem 
monowarstwowym. W porównaniu do samego NMP zaobserwowano zwiększenie wartości 
prądów pojemnościowych związanych z obecnością nanorurek węglowych w układzie. 
Stwierdzono również niewielkie przesunięcie wartości potencjałów formalnych. 
Prawdopodobnie zmiany te wynikają z oddziaływań elektrostatycznych typu π-π NMP z 
powierzchnią nanorurek węglowych. 
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Rys. 37. Krzywa woltamperometryczna dla warstwy CNT/PyBA_NMP zarejestrowana na 
elektrodzie z węgla szklistego przy szybkości polaryzacji 5 mV/s. Elektrolit podstawowy: 0.1 
M bufor fosforanowy pH 7.0. 
 
 Na rysunku 38 przedstawiono krzywe woltamperometryczne  dla warstwy 
CNT/PyBA_NMP, które zostały zarejestrowane dla różnych szybkości polaryzacji (od 1mV/s 
do 196 mV/s). Dla pików anodowych i katodowych I pary pików, gęstości prądów pików od 
szybkości polaryzacji wykazują liniowe zależności do wartości 64 mV/s, co wskazuje na 
powierzchniowy charakter zachodzących procesów (rys. 39). Wraz ze wzrostem szybkości 
polaryzacji obserwuje się odchylenia od liniowości, spowodowane zahamowaniami 
kinetycznymi występującymi w układzie. Potencjał formalny dla I pary pików jest 
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praktycznie niezależny od szybkości polaryzacji. Różnice w potencjałach wahają się w 
granicach około 5 mV, co świadczy o dobrym przewodnictwie układu oraz szybkiej dynamice 
transportu ładunku.  
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Rys. 38. Krzywe woltamperometryczne warstwy CNT/PyBA_NMP (osadzonych na elektrodzie 
z węgla szklistego) zarejestrowane przy różnych szybkościach polaryzacji w odtlenionym 0.1 
M buforze fosforanowym o pH 7.0. 
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Rys. 39. Zależności gęstości prądu piku anodowego i katodowego I dla warstwy 
CNT/PyBA_NMP od różnych szybkości polaryzacji, elektrolit podstawowy: odtleniony 0.1 M 
bufor fosforanowy o pH 7.0. 
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7.2.2.1. Badanie trwałości warstwy CNT/PyBA_NMP 
 
Zbadano stabilność warstwy CNT/PyBA_NMP osadzonej na elektrodzie z węgla 
szklistego poprzez poddanie układu cyklicznym zmianom potencjału w zakresie od -0.5 do 
0.2 V vs Ag/AgCl. Najpierw zarejestrowano cykliczną krzywą woltamperometryczną z 
szybkością przemiatania potencjałem równą 5 mV/s, a następnie przez 5 godzin elektroda 
została poddana cyklicznym zmianom potencjału  z szybkością polaryzacji równą 5 mV/s.  Po 
tym czasie ponownie zarejestrowano krzywą woltamperometryczną przy szybkości 5 mV/s. 
Zauważono znaczny spadek gęstości prądów (rys. 40), jednak dużo niższy niż w przypadku 
NMP. Prawdopodobnie są za to odpowiedzialne powstające oddziaływania elektrostatyczne 
typu π-π pomiędzy NMP a powierzchnią nanorurek węglowych, które zatrzymują mediator w 
warstwie i zapobiegają jego wyciekaniu. 
 
Rys. 40. Krzywe woltamperometryczne warstwy CNT/PyBA_NMP osadzonej na elektrodzie z 
węgla szklistego zarejestrowane przed i po 5 godzinach cyklizacji, elektrolit podstawowy: 
odtleniony 0.1 M bufor fosforanowy o pH 7.0. 
  
7.2.2.2. Dynamika transportu ładunku w warstwie CNT/PyBA_NMP 
 
W celu określenia dynamiki transportu ładunku w warstwach NMP i 
CNT/PyBA_NMP przeprowadzono badanie chronokulometryczne.  Zastosowanie tej metody 
ma znaczenie diagnostyczne, gdyż pozwala odróżnić mechanizm propagacji ładunku 
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kontrolowany dyfuzja liniową oraz zachowanie cienkiej warstwy o ograniczonym obszarze 
dyfuzji. W czasie trwania eksperymentu zarejestrowano zależności ładunku od pierwiastka z 
czasu (rys. 41) w warstwie NMP osadzonej na nanorurkach stabilizowanych PyBA (krzywa 
a), oraz w warstwie NMP (krzywa c). Dla porównania zarejestrowano również krzywą dla 
nanorurek węglowych modyfikowanych PyBA (krzywa b). Jak można zauważyć na wykresie, 
dla dłuższych czasów trwania pomiaru krzywe wypłaszczają się, co jest wynikiem całkowitej 
elektrolizy jaka zaszła w warstwie. Ta sytuacja jest zgodna z powierzchniowymi procesami 
redoks, które zostały przedstawione za pomocą woltamperometrii cyklicznej – przy małych 
wartościach szybkości polaryzacji prądy są proporcjonalne do tej szybkości. Z liniowej części 
zależności  ładunku w funkcji pierwiastka z czasu wyznaczono nachylenie i parametr 
określający dynamikę transportu ładunku [D
app
1/2
C
0
]. Kształt krzywych może świadczyć o 
występowaniu oporów omowych i ograniczeń kinetycznych w układach.   
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Rys. 41. Krzywe chronokulometryczne zarejestrowane dla warstw: (a) CNT/PyBA_NMP,   
(b) CNT/PyBA i (c) NMP osadzonych na elektrodzie z węgla szklistego. Skok potencjału od  -
0.5 do 0.2 V , szerokość pulsu 5 s. Elektrolit podstawowy: odtleniony 0.1 M bufor fosforanowy 
o pH 7.0. 
 
Wyniki zostały podane w tabeli 1. Jak wynika z poniższych danych wartość 
nachylenia dla warstwy CNT/PyBA_NMP jest 6.6 razy wyższa od wartości dla samego NMP 
oraz 1.3-krotnie wyższa od wartości dla nanorurek stabilizowanych PyBA. Świadczy to o 
szybkim przeniesieniu elektronu w warstwie zawierającej nanorurki węglowe i mediator. 
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CNT/PyBA_NMP     0.53     3.4 x 10
-8
 
CNT/PyBA     0.4         -  
NMP     0.08     5.2 x 10
-9
 
    
Tabela 1. Zestawienie wartości parametrów wyznaczonych metodą chronokulometryczną dla 
różnych układów osadzonych na elektrodzie z węgla szklistego. 
 
7.2.3. Bioeletrokatalityczne utlenienie glukozy na warstwie 
CNT/PyBA_NMP_GOx 
 
Aby przygotować układ zdolny do utlenienia glukozy, na elektrodę z warstwą 
CNT/PyBA_NMP nakroplono 10 µl roztworu enzymu, przygotowanego przez rozpuszczenie 
2.5 mg oksydazy glukozy i 1 mg albuminy wołowej w 25 µl 0.1 M buforu fosforanowego, a 
następnie dodanie 1.5 µl aldehydu glutarowego o stężeniu 5%. Po wysuszeniu  warstwy w 
temperaturze pokojowej, na elektrodę nakroplono 5 µl Nafionu (o stężeniu 5%). Tak jak w 
przypadku warstwy z NMP i CNT/PyBA_NMP elektrodę  cyklizowano przez 10 minut w 
celu stabilizacji warstwy a także wypłukania enzymu niezaadsorbowanego na powierzchni 
elektrody. 
Zarejestrowano woltamperogramy cykliczne w odtlenionym buforze fosforanowym o 
pH 7.0 bez i z dodatkiem glukozy. Jak widać na wykresie (rys. 42), w nieobecności glukozy 
widoczne są dwie pary pików, charakterystyczne dla mediatora. W buforze nie 
zaobserwowano prądu katalitycznego utlenienia glukozy, natomiast po dodaniu roztworu  
glukozy zauważono niewielki wzrost gęstości prądów utlenienia. Gęstość prądu 
katalitycznego utlenienia glukozy wynosi 0.07 mA/cm
2
 a potencjał przy którym zaczyna się 
proces wynosi -0.10 V vs Ag/AgCl. Dodatkowo w roztworze z dodatkiem glukozy 
zaobserwowano zmniejszenie pików utleniania i redukcji przy potencjale bardziej ujemnym 
co może świadczyć o wyciekaniu mediatora z warstwy CNT/PyBA_NMP_GOx w trakcie 
reakcji katalitycznej, co prawdopodobnie jest przyczyną niewielkiego wzrostu gęstości prądu. 
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Rys. 42. Krzywe woltamperometryczne zarejestrowane na elektrodzie z węgla szklistego 
zmodyfikowanej warstwą CNT/PyBA_NMP_GOx bez dodatku glukozy (-),  z dodatkiem 20 
mM roztworu glukozy (-). Elektrolit podstawowy – odtleniony 0.1 M bufor fosforanowy o pH 
7.0, szybkość zmiany potencjału 5 mV/s.   
 
 W związku z tym, że na warstwie CNT/PyBA_NMP_GOx zaobserwowano niewielki 
wzrost prądów katalitycznych utlenienia glukozy postanowiono zmienić kolejność położenia 
komponentów w układzie.  
 
7.2.4. Wykorzystanie hybrydowego układu CNT/PyBA_GOx_NMP  w 
procesie utleniania glukozy 
 
7.2.4.1. Charakterystyka elektrochemiczna warstwy CNT/PyBA_GOx_NMP 
 
W celu przygotowania układu zdolnego do efektywnego utlenienia glukozy, na 
elektrodę nakroplono 3 µl zawiesiny CNT/PyBA i pozostawiono do wyschnięcia. Następnie 
nakroplono  10 µl roztworu enzymu (oksydazy glukozy),  przygotowanego analogicznie jak w 
poprzednim układzie. Po wyschnięciu warstwę zanurzono w 0.2 mM roztworze mediatora i 
poddano cyklizacji w zakresie potencjałów od -0.5 do 0.2 V vs Ag/AgCl z szybkością 
polaryzacji równą 5 mV/s. Po tym czasie elektrodę wyjęto, opłukano wodą destylowaną i 
pozostawiono do wyschnięcia w ciemnym miejscu. Następnie  na elektrodę nakroplono 5 µl 
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Nafionu (0.5%) i wysuszono. Tak przygotowaną elektrodę zanurzono do odtlenionego 
roztworu 0.1 M buforu fosforanowego o pH 7.0.  
Schemat przygotowania warstwy przedstawiono na rysunku 43. 
 
 
Rys. 43.  Schemat przygotowania warstwy bioelektrokatalitycznej.  
 
W celu stabilizacji warstwy CNT/PyBA_GOx_NMP, przed właściwym pomiarem 
elektrodę cyklizowano przez 10 minut w odtlenionym buforze fosforanowym. Następnie 
zarejestrowano woltamperogram cykliczny w zakresie -0.5 do 0.2 V vs Ag/AgCl w 
elektrolicie podstawowym.  Rysunek  44 przedstawia dwie pary pików charakterystycznych 
dla mediatora, o symetrycznym kształcie świadczącym o zachodzących procesach 
powierzchniowych. Stosunki prądów pików utlenienia do pików redukcji są prawie bliskie 
jedności. Pokrycie powierzchni przez układ CNT/PyBA_GOx_NMP oszacowane dla pików 
anodowych  wynosi   1.8·10-8 mol/cm2  i 3.5·10-9 mol/cm2 odpowiednio dla I i II piku, co jest 
równoznaczne z pokryciem monowarstwowym. Szerokość połówkowa piku określona dla I 
piku utlenienia (przy bardziej dodatnich potencjałach) wynosi 123 mV, a dla II (przy bardziej 
ujemnych potencjałach) wynosi 51 mV. W przypadku I piku jest ona wyższa, natomiast w 
przypadku II niższa od wartości teoretycznej spodziewanej dla procesów 
jednoelektronowych, co może być spowodowane oddziaływaniami pomiędzy składnikami 
warstwy. Obie wartości są niższe w porównaniu do warstw NMP oraz CNT/PyBA_NMP. 
Różnica pomiędzy potencjałami pików utlenienia i redukcji wynosi 33 mV – dla I pary pików 
i 22 mV – dla II pary pików. Wartości te są bardzo niskie co może świadczyć o zachodzącym 
odwracalnym procesie redoks typu powierzchniowego.  Potencjał formalny dla I pary pików 
jest równy 99 mV, natomiast dla II 363 mV. Wartości te różnią się w porównaniu do układu, 
w którym brak enzymu.  
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Rys. 44. Krzywe woltamperometryczne warstwy CNT/PyBA_GOx_NMP osadzonych na 
elektrodzie z węgla szklistego, zarejestrowane w zakresie potencjałów od -0.5 do 0.2 V, 
elektrolit podstawowy: odtleniony 0.1 M bufor fosforanowy o pH 7.0, v = 5mV/s. 
  
 Zarejestrowano również cykliczne krzywe woltamperometryczne NMP osadzonego na 
nanorurkach węglowych modyfikowanych PyBA i oksydazą glukozy dla różnych szybkości 
polaryzacji (od 1 mV/s do 225 mV/s). Dla I pary pików gęstości prądów pików wykazują 
liniową zależność do wartości prawie 200 mV/s, natomiast dla II pary pików do prawie 150 
mV/s, co świadczy o powierzchniowym charakterze zachodzących procesów (rys. 45). Przy 
zmianie szybkości polaryzacji potencjał formalny zmienia się w granicach 10 mV, co 
świadczy o szybkiej dynamice transportu ładunku oraz dobrym przewodnictwie układu. 
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Rys. 45. (A) Krzywe woltamperometryczne dla warstwy CNT/PyBA_GOx_NMP przy różnych 
szybkościach polaryzacji (1 – 225 mV/s).  (B), (C) Zależności gęstości prądu pików 
anodowych i katodowych (I) od szybkości polaryzacji. (D), (E) Zależności gęstości prądu 
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pików anodowych i katodowych (II) od szybkości polaryzacji. Elektrolit podstawowy: 
odtleniony 0.1 M bufor fosforanowy o pH 7.0. 
 
 
7.2.4.2. Bioeletrokatalityczne utlenienie glukozy na warstwie 
CNT/PyBA_GOx_NMP 
 
Zarejestrowano woltamperogramy cykliczne przed i po dodaniu roztworu glukozy. W 
nieobecności glukozy nie zaobserwowano prądu katalitycznego, natomiast po dodaniu 
roztworu glukozy odnotowano gwałtowny wzrost anodowego prądu utlenienia oraz całkowity 
zanik prądu katodowego, co świadczy o zachodzącym procesie katalitycznym (rys. 46).  
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Rys. 46. Krzywe woltamperometryczne zarejestrowane na elektrodzie z węgla szklistego 
zmodyfikowanej warstwą CNT/PyBA_GOx_NMP bez dodatku glukozy (-),  z dodatkiem 20 
mM roztworu glukozy (-). Elektrolit podstawowy: odtleniony 0.1 M bufor fosforanowy o pH 
7.0, szybkość zmiany potencjału: 5 mV/s.   
 
Gęstość prądu katalitycznego utlenienia glukozy wynosi 0.76 mA/cm2, a potencjał 
przy którym zaczyna się proces jest równy -0.2 V vs Ag/AgCl. W porównaniu z układem 
CNT/PyBA_NMP_GOx uzyskany prąd jest ponad 10-krotnie wyższy, a potencjał przy 
którym zaczyna się proces utleniania glukozy przesunął się w kierunku bardziej ujemnych 
potencjałów o 100 mV. Prawdopodobnie wynika to z położenia mediatora w warstwie, który 
stanowi najbardziej zewnętrzną warstwę układu i ma bezpośredni kontakt z Nafionem. Jony 
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Na
+
 z grup sulfonowych pochodzących od Nafionu podstawiane są przez NMP+ i 
zatrzymywane w warstwie, zgodnie z reakcją: 
NMP
+
 + SO3/Na
+
 →  SO3/NMP
+
 + Na
+
                                              Równanie 18 
 Przeprowadzono eksperymenty chronoamperometryczne polegające na pomiarze 
gęstości prądu w czasie dla warstw  CNT/PyBA_NMP_GOx i CNT/PyBA_GOx_NMP. 
Krzywe chronoamperometryczne zostały zarejestrowane przy potencjale  0.15 V vs Ag/AgCl, 
w 20 mM roztworze glukozy (rys. 47). Gęstości prądowe elektroutlenienia glukozy na 
krzywej zarejestrowanej dla układu CNT/PyBA_GOx_NMP są 10–krotnie wyższe, w 
porównaniu do warstwy CNT/PyBA_NMP_GOx. Otrzymane wyniki potwierdzają, że układ 
w którym mediator osadzony jest jako ostatni komponent układu, wykazuje większą 
aktywność elektrochemiczną względem utleniania glukozy.  
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Rys. 47. Krzywe chronoamperometryczne dla warstwy  CNT/PyBA_GOx_NMP (a)  i 
CNT/PyBA_NMP_GOx  (b) zarejestrowane przy potencjale 0.15 V vs. Ag/AgCl. Elektrolit 
podstawowy: odtleniony 0.1 M bufor fosforanowy o pH 7.0 z dodatkiem 20 mM roztworu 
glukozy.  
 
 Aby określić dynamikę transportu ładunku w układach przeprowadzono 
chronokulometrię. Zarejestrowano zależności ładunku od pierwiastka z czasu (rys. 48) w 
warstwie CNT/PyBA_GOx_NMP (krzywa a) i CNT/PyBA_NMP_GOx (krzywa b)  
osadzonych na elektrodzie z węgla szklistego. Z liniowej części zależności  ładunku w funkcji 
pierwiastka z czasu wyznaczono nachylenie i parametr określający dynamikę transportu 
ładunku [D
app
1/2
C
0
]. Wyniki zostały podane w tabeli 2. Kształt krzywych może świadczyć o 
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występowaniu oporów omowych i ograniczeń kinetycznych w układach.  Jak wynika z 
powyższych danych wartość nachylenia dla warstwy CNT/PyBA_GOx_NMP jest 1.5 razy 
wyższa od wartości dla układu CNT/PyBA_NMP_GOx, co świadczy o szybkim przeniesieniu 
elektronu w warstwie gdzie NMP osadzony jest jako najbardziej zewnętrzny (ostatni) 
komponent układu. 
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Rys. 48. Krzywe chronokulometryczne zarejestrowane dla warstw: (a) CNT/PyBA_GOx_NMP 
i (b) CNT/PyBA_NMP_GOx osadzonych na elektrodzie z węgla szklistego. Skok potencjału od 
-0.5 do 0.2 V, szerokość pulsu 5 s. Elektrolit podstawowy: odtleniony 0.1 M bufor 
fosforanowy o pH 7.0.  
 
 
 
 [Q/t
1/2
] 
mC/s
1/2
 
[D
app
1/2
C
0
] 
mol /cm
2
 s
1/2
 
CNT/PyBA_GOx_NMP     0.6     3.9 x 10
-8
 
CNT/PyBA_NMP_GOx     0.4     2.8 x 10
-8
 
 
Tabela 2. Zestawienie wartości parametrów wyznaczonych metodą chronokulometrii dla 
różnych układów osadzonych na elektrodzie z węgla szklistego. 
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Rys. 49. Schemat procesów zachodzących na elektrodzie w reakcji utleniania glukozy z 
udziałem NMP. 
 
  
 Na rysunku 49 przedstawiony został mechanizm procesów zachodzących na 
elektrodzie z węgla szklistego zmodyfikowanej oksydazą glukozy i siarczanem N-
metylofenazyny. Po dotarciu do elektrody glukoza jest utleniana przez centrum aktywne FAD 
do glukonolaktonu, w wyniku czego powstaje zredukowana forma centrum  aktywnego 
FADH2. NMP
+
 utlenia FADH2 do FAD, jednocześnie redukując się do NMPH2
+
. Dalej na 
elektrodzie następuje regeneracja mediatora. Mechanizm ten można zapisać za pomocą 
równań: 
glukoza + GOx (FAD) → glukonolakton + GOx (FADH2)                  Równanie 4 
GOx (FADH2) + NMP
+
 → GOx (FAD) + NMPH2
+ 
                           Równanie 19 
NMPH2
+
 → NMP+ + 2 H+ + 2 e-                                                         Równanie 20 
 
 Aby sprawdzić czy poszczególne komponenty układu są zdolne do katalizowania 
reakcji utleniania glukozy przeprowadzono eksperymenty na elektrodach pokrytych 
warstwami NMP i CNT/PyBA_NMP w obecności i nieobecności 20 mM roztworu glukozy. 
Zarówno w przypadku mediatora osadzonego na elektrodzie (rys. 50) jak i na nanorurkach 
węglowych modyfikowanych PyBA (rys. 51), nie zaobserwowano piku charakterystycznego 
dla utleniania glukozy, co dowodzi że oba komponenty nie wykazują aktywności 
elektrokatalitycznej wobec utleniania glukozy.  
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Rys. 50. Krzywe woltamperometryczne zarejestrowane na elektrodzie z węgla szklistego 
zmodyfikowanej warstwą NMP bez dodatku glukozy (-) i z dodatkiem 20 mM roztworu 
glukozy (-). Elektrolit podstawowy: odtleniony 0.1 M bufor fosforanowy o pH 7.0, szybkość 
zmiany potencjału 5 mV/s.   
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Rys. 51. Cykliczne krzywe woltamperometryczne zarejestrowane na elektrodzie z węgla 
szklistego zmodyfikowanej warstwą CNT/PyBA_NMP bez dodatku glukozy (-) i z dodatkiem 
20 mM roztworu glukozy (-). Elektrolit podstawowy: odtleniony 0.1 M bufor fosforanowy o 
pH 7.0, szybkość zmiany potencjału 5 mV/s.   
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 Zbadano również aktywność enzymu w zależności od stężenia glukozy. Badanie 
zostało przeprowadzone w 0.1 M buforze fosforanowym po dodatku różnych stężeń glukozy: 
5, 10, 20, 30, 40 mM. Jak wynika z poniższych krzywych woltamperometrycznych (rys. 52), 
wraz ze wzrostem stężenia glukozy odnotowano wzrost katalitycznych prądów utlenienia 
glukozy. 
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Rys. 52. Cykliczne krzywe woltamperometryczne zarejestrowane na elektrodzie z węgla 
szklistego zmodyfikowanej warstwą CNT/PyBA_GOx_NMP w odtlenionym 0.1 M buforze 
fosforanowym o pH 7.0 w zależności od stężenia glukozy. Szybkość zmiany potencjału            
5 mV/s. 
 
 W celu optymalizacji warunków pomiaru zbadano wpływ pH buforu fosforanowego 
na wartość gęstości prądowej utleniania glukozy.  Do badania użyto trzech buforów o pH = 6, 
7 i 8 w których przygotowano roztwory glukozy. Jak wynika z rysunku 53 i zestawienia w 
tabeli 3 najwyższe gęstości prądowe uzyskano dla buforu fosforanowego o pH 7.0. 
Zarejestrowano również krzywe woltamperometryczne dla układu w czystych buforach (bez 
dodatku glukozy). Zaobserwowano, że wraz ze wzrostem pH następuje przesunięcie 
potencjałów pików w stronę bardziej ujemnych potencjałów (rys. 54). Zastosowanie buforu 
jako elektrolitu podstawowego pozwala na wyeliminowanie tworzących się produktów reakcji 
enzymatycznej (kwas glukonowy i nadtlenek wodoru). 
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Rys. 53. Krzywe woltamperometryczne zarejestrowane dla warstwy CNT/PyBA_GOx_NMP w 
0.1 M buforze fosforanowym o różnym pH: 6.0(-), 7.0 (-), 8.0 (-) z dodatkiem 20 mM roztworu 
glukozy. 
 
 
 
  E [V] j [mA/cm
2
] 
pH 6.0   -0.1     0.19 
pH 7.0   -0.28     0.76 
pH 8.0   -0.2     0.3 
 
Tabela 3. Wartości gęstości prądu i potencjału dla układu CNT/PyBA_GOx_NMP w 
zależności od pH elektrolitu podstawowego. 
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Rys. 54. Krzywe woltamperometryczne zarejestrowane dla warstwy CNT/PyBA_GOx_NMP w 
0.1 M buforze fosforanowym o różnym pH: 6.0 (-), 7.0 (-), 8.0 (-). Szybkość zmiany potencjału 
5m V/s. 
 
 Zbadano również jaki wpływ na gęstość prądową utlenienia glukozy ma stężenie oraz 
ilość segmentów elektroosadzania mediatora. Aby sprawdzić jakie znaczenie ma stężenie 
NMP, przeprowadzono serię pomiarów w 20 mM roztworze glukozy po ówczesnym 
osadzeniu mediatora z roztworów o różnych stężeniach: 0.1, 0.2, 0.3, 0.5 mM. Jak wynika z 
rys. 55 dla stężenia równego 0.2 mM NMP odnotowano najwyższą wartość gęstości 
prądowej. Dla wyższych stężeń nastąpił znaczny spadek gęstości prądowej. 
Natomiast w przypadku ilości segmentów osadzania NMP, najwyższą wartość 
gęstości prądowej utleniania glukozy zaobserwowano dla 20 segmentów (rys. 56). Jak wynika 
z przeprowadzonego eksperymentu, ilość mediatora ma wpływ na szybkość przeniesienia 
elektronu i wartość gęstości prądowej. Zbyt mała oraz zbyt duża ilość mediatora 
uniemożliwia szybkie przeniesienie elektronów.           
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Rys. 55. Cykliczne krzywe woltamperometryczne zarejestrowane dla warstwy 
CNT/PyBA_GOx_NMP w buforze fosforanowym z dodatkiem 20 mM roztworu glukozy w 
zależności od stężenia NMP. Szybkość zmiany potencjału 5 mV/s.  
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Rys. 56. Cykliczne krzywe woltamperometryczne zarejestrowane na elektrodzie z węgla 
szklistego zmodyfikowanej warstwą CNT/PyBA_GOx_NMP w odtlenionym 0.1 M buforze 
fosforanowym o pH 7.0 z dodatkiem 20 mM glukozy w zależności od ilości segmentów 
elektropolimeryzacji NMP. Szybkość zmiany potencjału 5 mV/s. 
 
    
94 
 
 Aby zbadać kinetykę elektrokatalitycznego utleniania glukozy dla układu złożonego z 
nanorurek węglowych modyfikowanych kwasem 4-pirol-1-yl benzoesowym, siarczanem  N-
metylofenazyny i oksydazą glukozy zastosowano chronoamperometrię. Elektrodę 
umieszczono w odtlenionym roztworze 0.1 M buforu fosforanowego i rejestrowano wartość 
prądu katalitycznego w czasie, po stopniowym  dodawaniu 3 mM roztworu glukozy przy 
potencjale 0.15 V. Wraz ze wzrostem stężenia glukozy odnotowano wzrost prądu 
katalitycznego (rys. 57 A). Wykreślono krzywą kalibracji zależności gęstości prądu od 
stężenia glukozy (rys. 57 B), z której można zaobserwować zakres liniowy do stężenia 
równego 12 mM. Przy wyższych stężeniach na wykresie obserwujemy plateau, co oznacza że 
nastąpiło wysycenie enzymu substratem i osiągnięto wartość prądu niezależną od stężenia 
glukozy. Z wykresu Lineweavera-Burka obrazującego zależność odwrotności wartości 
gęstości prądu od odwrotności stężenia glukozy wyznaczono stałą Michaelisa-Menten (KM) i 
prąd maksymalny (jmax) dla oksydazy glukozy unieruchomionej w warstwie (rys. 57 C). Stała 
Michalisa-Menten jest równa 20 mM, natomiast jmax ma wartość 0.34 mA/cm
2. Układ 
odznacza się wysokim powinowactwem do glukozy (wartość stałej KM) oraz czułością równą 
9.2 μA/mM·cm2. Wyznaczona została również aktywność molekularna kcat (tzw. liczba 
obrotów enzymu), oznaczająca maksymalną liczbę moli substratu, która może przereagować z 
1 molem centrów aktywnych enzymu. W tym przypadku wartość ta była równa 595 s-1. 
Stosunek aktywności molekularnej do stałej Michaelisa-Menten (kcat/KM ) wyniósł 30 x 10
3
 
M
-1
s
-1, co świadczy o wysokiej aktywności bioelektrokatalitycznej układu. 
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Rys. 57. (A) Chronoamperometryczna zależność gęstości prądu od czasu zarejestrowana dla 
warstwy CNT/PyBA_GOx_NMP podczas sukcesywnego dodawania 3 mM roztworu glukozy 
rejestrowana przy potencjale 0.15 V. (B) Krzywa kalibracyjna zależności gęstości prądu od 
stężenia glukozy. (C) Wykres Lineweavera – Burka obrazujący zależność odwrotności 
gęstości prądu do odwrotności stężenia glukozy w roztworze elektrolitu. Elektrolit 
podstawowy: odtleniony 0.1 M bufor fosforanowy o pH 7.0. 
 
 
 
7.2.4.3. Charakterystyka mikroskopowa warstwy CNT/PyBA_GOx_NMP 
 
W celu zbadania morfologii układu CNT/PyBA_GOx_NMP użyto skaningowego 
mikroskopu elektronowego (SEM). Dla porównania zarejestrowano również zdjęcia dla 
nanorurek węglowych modyfikowanych PyBA ( rys. 58 a) oraz dla układu CNT/PyBA z 
oksydazą glukozy (rys. 58 b). Ja wynika z poniższych zdjęć, różnice w morfologii pomiędzy 
tymi warstwami są znaczne. Układy z enzymem (rys. 58 b i c) odznaczają się bardziej 
trójwymiarową strukturą, zwartym ukształtowaniem z widocznymi porami.  
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Rys. 58. Zdjęcia powierzchni elektrod z węgla szklistego modyfikowanych warstwami: 
(A) CNT/PyBA, (B) CNT/PyBA_GOx  i (C) CNT/PyBA_GOx_NMP wykonane za pomocą 
skaningowego mikroskopu elektronowego.  
 
 
7.2.4.4. Badanie trwałości warstwy CNT/PyBA_GOx_NMP 
 
Trwałość warstwy CNT/PyBA_GOx_NMP osadzonej na elektrodzie z węgla 
szklistego zbadano poprzez poddanie układu cyklicznym zmianom potencjału w zakresie od  
-0.5 do 0.2 V vs Ag/AgCl. Zarejestrowano cykliczną krzywą woltamperometryczną z 
szybkością przemiatania potencjałem równą 5 mV/s, w 20 mM roztworze glukozy. Po 30 
dniach ponownie zarejestrowano krzywą woltamperometryczną przy szybkości 5 mV/s. 
Zaobserwowano spadek prądów (rys. 59) o 26% w stosunku do wartości początkowej. Po 
kolejnych 30 dniach ponownie zarejestrowano woltamperogram w 20 mM roztworze glukozy 
i zauważono kolejny spadek gęstości prądów o 24%, czyli o 50% w stosunku do pierwszego 
pomiaru.  
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Rys. 59. Krzywe woltamperometryczne warstwy CNT/PyBA_GOx_NMP osadzonej na 
elektrodzie z węgla szklistego zarejestrowane w 20 mM roztworze glukozy, po 30 (-) i 60 
dniach (-). 
 
 
Podsumowanie 
 
W niniejszym rozdziale został opisany zintegrowany układ CNT/PyBA_GOx_NMP 
do bioelektrokatalitycznego utleniania glukozy. Zastosowanie nanorurek węglowych 
modyfikowanych kwasem 4-pirol-1-yl benzoesowym poprawia dystrybucję ładunku między 
centrum aktywnym enzymu a powierzchnią elektrody. Dodatkowo grupy karboksylowe 
pochodzące od PyBA mogą oddziaływać elektrostatycznie z dodatnio naładowanymi grupami 
enzymu i/ lub tworzyć wiązania amidowe z enzymem. Zastosowanie mediatora – NMP  
umożliwia efektywny przepływ elektronów między centrum redoks biokatalizatora a 
powierzchnią elektrody, a także obniża potencjał zachodzącej reakcji (-0.2 V vs Ag/AgCl) co 
pozwala wyeliminować interferenty, które są utleniane przy wyższych potencjałach. Znaczącą 
rolę w unieruchomieniu mediatora ma Nafion. Badania potwierdziły, że położenie mediatora 
jako ostatniego komponentu warstwy, znajdującego się w bezpośrednim kontakcie z 
Nafionem stabilizuje cały układ. 
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7.3. Przygotowanie i charakterystyka układu złożonego z modyfikowanych 
nanorurek węglowych, pedotu, tetratiafulwalenu i oksydazy glukozy. 
 
Elektrodę modyfikowaną warstwą CNT/PyBA/PEDOT przygotowano poprzez 
elektroosadzanie z roztworu modyfikującego zawierającego nanorurki węglowe 
modyfikowane PyBA, kwas 4-pirol-1-yl benzoesowy oraz EDOT w 0.2 mM roztworze 
H2SO4 w zakresie potencjałów od -0.4 do 1.1 V z szybkością polaryzacji równą 50 mV/s. 
Proces elektroosadzania trwał 25 cykli. Po tym czasie elektrodę wyjęto, opłukano wodą 
destylowaną i pozostawiono do wyschnięcia. Roztwór modyfikujący został przygotowany 
bezpośrednio przed pomiarem poprzez mieszanie składników na mieszadle magnetycznym 
przez ok. 30 minut. Poprzez stopniowy wzrost prądów utleniania i redukcji widać narastanie 
warstw kompozytu (rys. 60). Prawdopodobnie warstwy organiczne polimeru są wytwarzane 
podczas skanowania przy dodatnich potencjach [147, 173, 174, 175], natomiast nanorurki 
węglowe modyfikowane PyBA, jak i sama PyBA są równocześnie unieruchamiane przez 
PEDOT. W trakcie wytwarzania warstwy kompozytowej CNT/PyBA/PEDOT dodatnio 
naładowane struktury PEDOTu  oddziaływują elektrostatycznie z anionowymi grupami 
karboksylowymi pochodzącymi od PyBA, co prowadzi do wzrostu stabilności układu. 
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Rys. 60. Elektrochemiczne krzywe osadzania warstwy CNT/PyBA_PEDOT metodą 
woltamperometrii cyklicznej z roztworu zawierającego CNT, PyBA i EDOT przy szybkości    
50 mV/s. Elektrolit podstawowy: 0.2 mM H2SO4. 
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Po wysuszeniu elektrodę z kompozytem CNT/PyBA/PEDOT  umieszczono w 
odtlenionym 0.1 M buforze fosforanowym o pH 7.0 i zarejestrowano cykliczne krzywe 
woltamperometryczne. Dla porównania zarejestrowano woltamperogram dla warstwy 
PyBA/PEDOT, osadzonego z roztworu modyfikującego zawierającego EDOT oraz PyBA 
przygotowanego i otrzymanego w sposób analogiczny do kompozytu CNT/PyBA/PEDOT. W 
tych warunkach odpowiedź obu elektrod jest jednakowa,  natomiast widać wyraźnie różnicę 
w prądach pojemnościowych, co świadczy o obecności nanorurek w kompozycie 
CNT/PyBA/PEDOT (rys. 61). Jednakże gęstość prądu dla kompozytu trójskładnikowego  jest 
4 razy wyższa niż dla dwuskładnikowego, co może świadczyć o rozwinięciu powierzchni 
aktywnej. Na podstawie poprzednich prac [165] i obecnych wyników, można przypuszczać, 
że poprzez wprowadzenie nanorurek węglowych modyfikowanych grupami karboksylowymi 
do polimeru przewodzącego otrzymujemy warstwę bardziej porowatą oraz hydrofilową. 
Zatem jest ona bardziej przepuszczalna (przenikalna) dla jonów w trakcie zachodzących 
procesów redoks lub ładowania/rozładowania warstwy podwójnej.    
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Rys. 61. Cykliczne krzywe woltamperometryczne zarejestrowane na elektrodzie z węgla 
szklistego dla warstw CNT/PyBA/PEDOT (a) i PyBA/PEDOT (b). Elektrolit podstawowy:   
0.1 M bufor fosforanowy (pH 7.0), szybkość zmiany potencjału 10 mV/s. 
Obserwacje te zostały potwierdzone za pomocą skaningowego mikroskopu 
elektronowego (rys. 62). Układ zawierający nanorurki węglowe wykazuje bardziej porowatą i  
ziarnistą strukturę, a także tendencję do tworzenia większych aglomeratów, niż warstwa 
PyBA/PEDOT, nie zawierająca CNT . 
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Rys. 62. Zdjęcia powierzchni elektrod z węgla szklistego modyfikowanych warstwami: 
(A) PyBA/PEDOT i (B) CNT/PyBA/PEDOT wykonane za pomocą skaningowego mikroskopu 
elektronowego.  
 
 
 
7.3.1. Charakterystyka spektroskopowa matrycy CNT/PyBA/PEDOT 
 
W celu potwierdzenia obecności PEDOTu w kompozycie CNT/PyBA/PEDOT 
przeprowadzono badania przy użyciu spektroskopii w podczerwieni z transformacją Fouriera 
(FTIR). Dla porównania zarejestrowano również widmo samego PEDOTu. Obie warstwy 
zostały osadzone na płytce z węgla szklistego. Dla PEDOTu (rys. 63 a) zaobserwowano 
pasma przy częstotliwości 1550-1376 cm-1 charakterystyczne dla wiązań C=C, przy 1258-
1120 cm
-1
 odpowiadające grupom etylenodioksy oraz pasma pojawiające się w zakresie 997-
872 cm
-1
 związane z wzajemnymi oddziaływaniami C-S w pierścieniu tiofenowym [176]. W 
przypadku kompozytu CNT/PyBA/PEDOT (rys. 63 b), widmo jest podobne, jednak 
charakterystyczne pasma są przesunięte (5-20 cm-1 ) i nieco zmienione poprzez wbudowanie 
PyBA.  
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Rys. 63. Widma spektroskopowe FTIR warstw PEDOTU (a) i CNT/PyBA/PEDOT osadzonych 
na płytce z węgla szklistego. 
 
 
7.3.2. Dynamika transportu ładunku w warstwie CNT/PyBA/PEDOT  
 
W celu scharakteryzowania dynamiki transportu ładunku w warstwach 
CNT/PyBA/PEDOT przeprowadzono serię doświadczeń chronokulometrycznych. 
Zarejestrowano zależności ładunku od pierwiastka z czasu (rys. 64) dla warstw: PEDOTu 
(krzywa a), CNT/PyBA (krzywa b) i CNT/PyBA/PEDOT (krzywa c). Z liniowej części 
zależności ładunku w funkcji pierwiastka z czasu wyznaczono nachylenie i parametr 
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].  Jak wynika z tabeli 4 układ CNT/PyBA/PEDOT charakteryzuje się zarówno 
wyższym nachyleniem jak i parametrem [D
app
1/2
C
0
] od warstw PEDOTu i CNT/PyBA. 
Wzrost tego parametru prawdopodobnie świadczy o szybkim przeniesieniu ładunku. 
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Rys. 64. Krzywe chronokulometryczne zarejestrowane dla warstw: (a) PEDOT,  
(b) PyBA/PEDOT, and (c) CNT/PyBA/PEDOT osadzonych na elektrodzie z węgla szklistego. 
Skok potencjału od -0.2 do 0.4 V , szerokość pulsu 5 s. Elektrolit podstawowy: odtleniony  
0.1 M bufor fosforanowy o pH 7.0.  
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CNTs/PyBA/PEDOT     1.8 2.3 x 10
-7 
 
PyBA/PEDOT     0.8    1 x 10
-7
 
PEDOT     0.5 6.5 x 10
-8
 
 
Tabela 4. Zestawienie wartości parametrów wyznaczonych metodą chronokulometryczną dla 
różnych warstw osadzonych na elektrodzie z węgla szklistego. 
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Wyniki mają charakter przybliżony ze względu na zaniedbanie potencjalnego wkładu 
pochodzącego od efektów ładowania/rozładowania warstwy podwójnej, szczególnie 
rozproszonych nanorurek węglowych. 
 
7.3.3. Charakterystyka elektrochemiczna TTF na warstwie CNT/PyBA 
 
Tetratiafulwalen jest mediatorem szeroko stosowanym do elektrokatalitycznego 
utleniania glukozy. Elektrochemiczne zachowanie tego mediatora jest dobrze znane [177, 
178]. Ulega on dwóm jednoelektronowym procesom utleniania w środowisku wodnym, dając 
w rezultacie jony TTF
+
 i TTF
2+. Potencjał redoks pary TTF/TTF+ oraz TTF+/TTF2+ zmienia 
się znacząco w zależności od metody immobilizacji na elektrodzie i składu elektrolitu 
podstawowego, najczęściej jest on równy 0.3 V i 0.66 V (vs SCE). Układ jest stabilny w 
trakcie pierwszego procesu, powyżej potencjału 0.45 V mediator ulega rozkładowi [178]. 
Ponadto, powyżej tego potencjału następuje utlenianie interferentów, takich jak kwas 
moczowy czy askorbinowy.   
Przygotowanie elektrody modyfikowanej warstwą CNT/PyBA_TTF polegało na 
nakropleniu na elektrodę z węgla szklistego 5 µl roztworu CNT modyfikowanych PyBA i 
wysuszeniu. Następnie na tak przygotowaną warstwę nakroplono 5µl 0.08 M roztworu TTF 
(przygotowanego w acetonie) i pozostawiono do wyschnięcia. Na koniec elektrodę zanurzono 
w 0.5 % roztworze wodnym Nafionu i suszono w temperaturze pokojowej. Po przepłukaniu 
warstwy wodą destylowaną, umieszczono ją w odtlenionym roztworze 0.1 M buforu 
fosforanowego i cyklizowano w zakresie potencjałów od 0.45 V do -0.2 V vs Ag/AgCl przez 
15 minut w celu stabilizacji warstwy. Po tym czasie zarejestrowano woltamperogram 
cykliczny przedstawiony na rys. 65, na którym widać parę dobrze zdefiniowanych, 
symetrycznych pików przy potencjale formalnym równym 140 mV, o kształcie świadczącym 
o zachodzących procesach powierzchniowych. Różnica pomiędzy potencjałami pików 
utlenienia i redukcji wynosi 65 mV. Wartość ta jest bliska wartości zerowej, świadczącej o 
odwracalności procesów redoks typu powierzchniowego. Stosunek gęstości prądu piku 
utlenienia do piku redukcji jest bliski jedności. Szerokość połówkowa piku oszacowana dla 
piku utlenienia wynosi 142 mV i jest wyższa od wartości teoretycznej dla procesów 
jednoelektronowych. Odchylenia od tej wartości mogą mieć związek z występowaniem 
oddziaływań odpychających pomiędzy składnikami warstwy w formie utlenionej i/lub 
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zredukowanej.  Pokrycie powierzchni wyznaczone dla piku anodowego wynosi 1.7·10-8 i jest 
równoważne z pokryciem monowarstwowym.  
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Rys. 65. Cykliczna krzywa woltamperometryczna zarejestrowana na elektrodzie z węgla 
szklistego pokrytego warstwą CNT/PyBA_ TTF. Elektrolit podstawowy: odtleniony 0.1 M 
bufor fosforanowy o pH 7.0. Szybkość zmiany potencjału 25 mV/s. 
 
 Dla warstwy CNT/PyBA_TTF osadzonej na elektrodzie z węgla szklistego 
zarejestrowano krzywe woltamperometryczne w zależności od szybkości polaryzacji (od 1 
mV/s do 625 mV/s) (rys. 66). Gęstości prądów pików anodowych wykazują liniową 
zależność do wartości 121 mV/s (rys 67). Wyniki te wskazują, że zachodzące procesy mają 
charakter powierzchniowy. Z dalszym wzrostem szybkości przemiatania potencjałem 
obserwuje się odchylenia od liniowości, spowodowane zahamowaniami kinetycznymi 
występującymi w układzie.  
 W celu określenia dynamiki transportu ładunku w warstwie przeprowadzono badanie 
metodą chronokulometryczną. Dla CNT/PyBA_TTF zarejestrowano zależność ładunku od 
pierwiastka z czasu (rys. 68). Z liniowej zależności ładunku w funkcji pierwiastka z czasu 
wyznaczone zostały nachylenie (0.71 mC/s
1/2) i parametr określający dynamikę transportu 
ładunku [D
app
1/2
C
0
] (9.3 · 10-8 mol/cm2 s1/2). 
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Rys. 66. Krzywe woltamperometryczne warstwy CNT/PyBA_TTF zarejestrowane przy różnych 
szybkościach przemiatania potencjałem (od 1 mV/s do 625 mV/s) w odtlenionym buforze 
fosforanowym o pH 7.0. 
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Rys. 67. Zależność gęstości prądu piku anodowego dla warstwy CNT/PyBA_TTF dla różnych 
szybkości przemiatania potencjałem, elektrolit podstawowy: odtleniony 0.1 M bufor 
fosforanowy o pH 7.0.  
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Rys. 68. Krzywa chronokulometryczna zarejestrowana dla warstwy CNT/PyBA_ TTF 
osadzonego na elektrodzie z węgla szklistego. Skok potencjału od -0.2 do 0.4 V, szerokość 
pulsu 1 s. Elektrolit podstawowy: odtleniony 0.1 M bufor fosforanowy o pH 7.0. 
 
 Dla porównania zarejestrowano krzywą woltamperometryczną dla warstwy TTF 
osadzonego na elektrodzie z węgla szklistego. Przygotowanie elektrody polegało na 
nakropleniu 5 µl 0.08 M roztworu TTF, wysuszeniu a następnie zanurzeniu warstwy w 0.5 % 
roztworze wodnym Nafionu. Gdy elektroda z warstwą wyschła, przepłukano ją wodą 
destylowaną i umieszczono w  odtlenionym roztworze 0.1 M buforu fosforanowego                  
i cyklizowano w zakresie potencjałów od 0.45 V do -0.2 V vs Ag/AgCl przez 15 minut w celu 
stabilizacji warstwy. Po tym czasie zarejestrowano woltamperogram cykliczny w zakresie 
potencjałów od -0.2 do 0.4 V vs Ag/AgCl, przedstawiający parę dobrze zdefiniowanych 
pików, przy potencjale formalnym równym 140 mV (rys. 69). Różnica pomiędzy 
potencjałami pików utlenienia i redukcji wynosi 180 mV. Wartość ta świadczy o znacznym 
odchyleniu od wartości teoretycznej i wskazuje na nieodwracalność procesów redoks lub 
ograniczenia kinetyczne. Stosunek gęstości prądu piku utlenienia do piku redukcji jest bliski 
jedności. Szerokość połówkowa piku oszacowana dla piku utlenienia wynosi 144 mV, która 
jest praktycznie taka sama jak dla TTF osadzonego na warstwie nanorurek węglowych 
modyfikowanych PyBA. Pokrycie powierzchni wyznaczone dla piku anodowego, 
zarejestrowane na podstawie pomiaru ładunku pod pikiem anodowym wynosi 7.9·10-8 i jest 
równoważne z pokryciem monowarstwowym.  
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Rys. 69. Cykliczna krzywa woltamperometryczna zarejestrowana na elektrodzie z węgla 
szklistego pokrytego warstwą TTF. Elektrolit podstawowy: odtleniony 0.1 M bufor 
fosforanowy o pH 7.0. Szybkość zmiany potencjału 25 mV/s. 
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Rys. 70. Krzywe woltamperometryczne warstwy TTF zarejestrowane przy różnych 
szybkościach przemiatania potencjałem (od 1 mV/s do 144 mV/s) w odtlenionym buforze 
fosforanowym o pH 7.0. 
 
 Dla warstwy TTF osadzonej na elektrodzie z węgla szklistego zarejestrowano krzywe 
woltamperometryczne w zależności od szybkości polaryzacji (od 1 mV/s do 144 mV/s) (rys. 
70). Gęstości prądów pików anodowych wykazują liniową zależność  jedynie do wartości 9 
mV/s. (rys. 71) Wyniki te wskazują na charakter powierzchniowy zachodzących procesów. Z 
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dalszym wzrostem szybkości przemiatania potencjałem obserwuje się odchylenia od 
liniowości, spowodowane znacznymi zahamowaniami kinetycznymi występującymi w 
układzie.  
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Rys. 71. Zależność gęstości prądu piku anodowego dla warstwy TTF dla różnych szybkości 
przemiatania potencjałem, elektrolit podstawowy: odtleniony 0.1 M bufor fosforanowy o pH 
7.0.  
 
Podobnie jak dla warstwy CNT/PyBA_TTF, dla warstwy samego TTF 
przeprowadzono pomiary chronokulometryczne. Zarejestrowano zależność ładunku od 
pierwiastka z czasu (rys. 72) i z tej liniowej zależności wyznaczono nachylenie (0.06 mC/s
1/2) 
i parametr określający dynamikę transportu ładunku [D
app
1/2
C
0
] (7.8·10-9 mol/cm2 s1/2). 
Znacząco wyższa wartość parametru [D
app
1/2
C
0
] dla warstwy CNT/PyBA_TTF w porównaniu 
z warstwą samego TTF może wynikać z obecności nanorurek węglowych, które pomagają w 
dystrybucji elektronów a także z obecności grup karboksylowych PyBA, które stabilizują 
TTF+.  
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Rys. 72. Krzywa chronokulometryczna zarejestrowana dla warstwy TTF osadzonego na 
elektrodzie z węgla szklistego. Skok potencjału od -0.2 do 0.4 V, szerokość pulsu 1 s. 
Elektrolit podstawowy: odtleniony 0.1 M bufor fosforanowy o pH 7.0. 
 
7.3.4. Bioelektrokatalityczne utlenienie glukozy na warstwie 
CNT/PyBA/PEDOT_CNT/PyBA_TTF_GOx 
 
Przygotowanie elektrody pokrytej warstwą 
CNT/PyBA/PEDOT_CNT/PyBA_TTF_GOx obejmowało kilka etapów. Najpierw na 
elektrodzie osadzono matrycę CNT/PyBA/PEDOT z roztworu modyfikującego, 
przygotowanego w analogiczny sposób opisany w poprzednim rozdziale (rozdział 7.3.). 
Następnie na matrycę nakroplono 5 µl roztworu CNT modyfikowanych PyBA i pozostawiono 
do wyschnięcia. Następnie na tak przygotowaną warstwę nakroplono 5 µl 0.08 M roztworu 
TTF (przygotowanego w acetonie) i wysuszono. Kolejnym etapem było nakroplenie 7 µl 
roztworu enzymu, powstałego poprzez rozpuszczenie 2.5 mg oksydazy glukozy i 1 mg 
albuminy wołowej w 25 µl 0.1 M buforu fosforanowego, a następnie dodanie 1.5 µl aldehydu 
glutarowego o stężeniu 5%. Po wysuszeniu, elektrodę z warstwą zanurzono w 5 % Nafionie. 
Gdy elektroda nie była używana, była przechowywana w 0.1 M buforze fosforanowym w 
lodówce w temp 4 °C. Schemat przygotowania warstwy przedstawiony jest na rysunku 73. 
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Rys. 73. Schemat przygotowania warstwy bioelektrokatalitycznej. 
 
Po przepłukaniu elektrody wodą destylowaną umieszczono ją w  odtlenionym 
roztworze 0.1 M buforu fosforanowego i cyklizowano w zakresie potencjałów od 0.45 V do  
-0.2 V vs Ag/AgCl przez 15 minut w celu stabilizacji warstwy. Po tym czasie zarejestrowano 
woltamperogram cykliczny w zakresie -0.2 do 0.4 V vs Ag/AgCl w elektrolicie 
podstawowym  oraz w 20 mM roztworze glukozy (rys. 74).  
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Rys. 74. Krzywe woltamperometryczne zarejestrowane na elektrodzie z węgla szklistego 
zmodyfikowanej warstwą CNT/PyBA/PEDOT_CNT/PyBA_TTF_GOx bez dodatku glukozy (-),  
z dodatkiem 20 mM roztworu glukozy (-). Elektrolit podstawowy: odtleniony 0.1 M bufor 
fosforanowy o pH 7.0, szybkość zmiany potencjału 5 mV/s.   
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W nieobecności substratu, którym jest glukoza nie zaobserwowano prądu utlenienia, 
natomiast po dodaniu roztworu glukozy zaobserwowano gwałtowny wzrost anodowego prądu 
utlenienia i zanik prądu katodowego, świadczącego o zachodzącym procesie katalitycznym.  
Zarejestrowano również woltamperogram cykliczny dla układu 
CNT/PyBA_TTF_GOx w 20 mM roztworze glukozy i porównano z układem 
CNT/PyBA/PEDOT_CNT/PyBA_TTF_GOx (rys. 75). Dla układu z matrycą 
CNT/PyBA/PEDOT zaobserwowano wyższe prądy utleniania glukozy oraz przesunięcie 
potencjału przy którym zaczyna się proces utleniania w stronę bardziej ujemnych wartości, co 
jest istotne przy konstrukcji bioogniw paliwowych, w których paliwem jest glukoza.  
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Rys.75. Krzywe woltamperometryczne (po odjęciu tła) zarejestrowane na elektrodzie z węgla 
szklistego zmodyfikowanej warstwą CNT/PyBA/PEDOT_CNT/PyBA_TTF_GOx (a) i 
CNT/PyBA_TTF_GOx (b) w 20 mM roztworze glukozy. Elektrolit podstawowy: odtleniony    
0.1 M bufor fosforanowy o pH 7.0, szybkość zmiany potencjału 5 mV/s.  
  
W celu upewnienia się, że obecność CNT/PyBA/PEDOT ma wpływ na potencjał 
utlenienia glukozy zarejestrowano krzywe woltamperometryczne dla elektrody pokrytej 
warstwą CNT/PyBA_TTF_GOx na matrycy o różnym składzie. Na rysunku 76 
przedstawiono krzywe woltamperometryczne po odjęciu tła, dla matrycy o pełnym składzie 
CNT/PyBA/PEDOT (a), PyBA/PEDOT (b) oraz PEDOT (c). Z uzyskanych wyników 
możemy wnioskować, że wprowadzenie nanorurek węglowych poprawia dystrybucję ładunku 
oraz przesuwa potencjał utleniania glukozy w stronę bardziej ujemnych wartości. Dodatkowo 
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obecność PyBA poprawia porowatość polimeru, stabilizuje enzym i zwiększa jego 
aktywność. 
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Rys. 76. Krzywe woltamperometryczne (po odjęciu tła) zarejestrowane na elektrodzie z węgla 
szklistego zmodyfikowanej warstwą CNT/PyBA/PEDOT_CNT/PyBA_TTF_GOx (a), 
PyBA/PEDOT_CNT/PyBA_TTF_GOx  (b) i PEDOT_CNT/PyBA_TTF_GOx w 20 mM 
roztworze glukozy. Elektrolit podstawowy: odtleniony 0.1 M bufor fosforanowy o pH 7.0, 
szybkość zmiany potencjału 5 mV/s.  
 
 Porównanie przedstawionych wyników z literaturą jest dosyć trudne ze względu na 
różnice w warunkach eksperymentalnych. Np. dla układu składającego się z nanorurek 
węglowych, polimeru redoks zawierającego kompleksy osmu i oksydazy glukozy w 100 mM 
roztworze glukozy uzyskano gęstość prądu równą 560 µA/cm2  (szybkość polaryzacji             
1 mV/s), elektrolitem podstawowym był bufor fosforanowy o pH 7.4 [179].  
 Zbadano aktywność oksydazy glukozy w zależności od stężenia glukozy. Zależność 
prądu od stężenia glukozy dla układu CNT/PyBA/PEDOT_CNT/PyBA_TTF_GOx zostało 
wyznaczone ze względu na możliwość potencjalnego zastosowania układu w bioogniwach 
paliwowych i sensorach elektrochemicznych. Rysunek 77  ilustruje odpowiedzi 
woltamperometryczne elektrody z węgla szklistego modyfikowanej warstwą 
CNT/PyBA/PEDOT_CNT/PyBA_TTF_GOx po dodatku różnych stężeń glukozy (od 5 mM 
do 60 mM). Zależność wykazuje liniowość do stężenia równego 20 mM (rys. 78).    
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Rys. 77. Cykliczne krzywe woltamperometryczne zarejestrowane na elektrodzie z węgla 
szklistego zmodyfikowanej warstwą CNT/PyBA/PEDOT_CNT/PyBA_TTF_GOx w 
odtlenionym 0.1 M buforze fosforanowym o pH 7.0 w zależności od stężenia glukozy. 
Szybkość zmiany potencjału 5 mV/s. 
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Rys. 78. Krzywa kalibracyjna zależności gęstości prądu od stężenia glukozy odczytana z rys. 
79.  
 Poniżej przedstawiono mechanizm (rys. 79) procesów zachodzących na elektrodzie 
modyfikowanej oksydazą glukozy i tetratiafulwalenem. Jest on analogiczny, jak w przypadku 
warstwy z siarczanem N-metylofenazyny.  
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Rys. 79. Schemat procesów zachodzących na elektrodzie pokrytej warstwą 
CNT/PyBA/PEDOT_CNT/PyBA_TTF_GOx w reakcji utleniania glukozy z udziałem TTF. 
 
Mechanizm można zapisać w formie następujących równań: 
 
glukoza + GOx (FAD) →  glukonolakton + GOx (FADH2)                 Równanie 4 
GOx (FADH2) + 2TTF
+ 
  →   GOx (FAD) + 2TTF + 2H
+                  Równanie 21 
2TTF  →   2TTF
+
 + 2e-                                                                        Równanie 22 
 
 W celu zbadania kinetyki i dynamiki elektrokatalitycznego utleniania glukozy układu 
złożonego z nanorurek węglowych modyfikowanych kwasem 4-pirol-1-yl benzoesowym, 
tetratiafulwalenu i oksydazy glukozy osadzonego na matrycy  CNT/PyBA/PEDOT  użyto  
metody  chronoamperometrycznej. Elektrodę z warstwą umieszczono w odtlenionym 
roztworze 0.1 M buforu fosforanowego i rejestrowano wartość prądu katalitycznego w czasie 
po stopniowym  dodawaniu 2 mM roztworu glukozy przy potencjale 0.3 V. Wraz ze 
wzrostem stężenia glukozy odnotowano wzrost prądu katalitycznego (rys. 80). Wykreślono 
krzywą kalibracji zależności gęstości prądu od stężenia glukozy, z której można 
zaobserwować zakres liniowy do 10 mM. Przy wyższych stężeniach na wykresie 
obserwujemy plateau, co oznacza że nastąpiło wysycenie enzymu substratem i osiągnięto 
wartość prądu niezależną od stężenia glukozy. Z wykresu Lineweavera-Burka obrazującego 
zależność odwrotności wartości gęstości prądu od odwrotności stężenia glukozy wyznaczono 
stałą Michaelisa-Menten (KM) i prąd maksymalny (jmax) dla oksydazy glukozy 
unieruchomionej na warstwie (rys. 81). Stała Michaelisa-Menten jest równa 19 mM, 
natomiast jmax ma wartość 1.9 mA/cm
2. Układ odznacza się wysokim powinowactwem do 
glukozy (wartość stałej KM) oraz czułością równą 51 μA/mM·cm
2
.  
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Rys. 80. Chronoamperometryczna zależność gęstości prądu od czasu zarejestrowana dla 
warstwy CNT/PyBA/PEDOT_CNT/PyBA_TTF_GOx  podczas sukcesywnego dodawania         
2 mM roztworu glukozy rejestrowana przy potencjale 0.3 V. Inset: krzywa kalibracyjna 
zależności gęstości prądu od stężenia glukozy. 
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Rys. 81. Wykres Lineweavera – Burka obrazujący zależność odwrotności gęstości prądu do 
odwrotności stężenia glukozy w roztworze elektrolitu. Elektrolit podstawowy: odtleniony      
0.1 M bufor fosforanowy o pH 7.0. 
 
 Wyznaczona została również aktywność molekularna kcat (tzw. liczba obrotów 
enzymu), oznaczająca maksymalną liczbę moli substratu, która może przereagować z 1 
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molem centrów aktywnych enzymu. W tym przypadku wartość ta była równa 595 s-1. 
Stosunek aktywności molekularnej do stałej Michaelisa-Menten (kcat/KM ) wynosi  
31 x 10
3
 M
-1
s
-1, co świadczy o wysokiej aktywności bioelektrokatalitycznej układu. 
Aby zbadać kinetykę układu CNT/PyBA_TTF_GOx  osadzonego na matrycy PEDOT 
(rys.82) oraz PyBA/PEDOT (rys. 84) również użyto chronoamperometrii. Pomiar 
przeprowadzono w analogiczny sposób jak dla układu na matrycy CNT/PyBA/PEDOT. Z 
zależności odwrotności gęstości prądu od odwrotności stężenia glukozy (rys. 83 i 85) 
wyznaczono stałą Michalisa-Menten, która dla układu z matrycą PEDOT wynosi 22 mM, a 
dla kompozytu PyBA/PEDOT – 53 mM. Są one wyższe w porównaniu z układem 
CNT/PyBA_TTF_GOx na matrycy CNT/PyBA/PEDOT. Natomiast  wartość jmax dla układu 
osadzonego na matrycy z PEDOTu jest równa 1.9 mA/cm2 i jest taka sama jak dla układu 
CNT/PyBA/PEDOT. Dla układu opartego na kompozycie PyBA/PEDOT parametr jmax jest 
znacznie niższy i  równy 1.2 mA/cm2. Wyniki są zgodne z wcześniejszymi eksperymentami – 
dodatek nanorurek węglowych i pedotu jest kluczowy w efektywnym działaniu układu 
bioelektrokatalitycznego. 
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Rys. 82. Chronoamperometryczna zależność gęstości prądu od czasu zarejestrowana dla 
warstwy PEDOT_CNT/PyBA_TTF_GOx  podczas sukcesywnego dodawania 3 mM roztworu 
glukozy rejestrowana przy potencjale 0.3 V. 
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Rys. 83. Wykres Lineweavera – Burka obrazujący zależność odwrotności gęstości prądu do 
odwrotności stężenia glukozy dla układu PEDOT_CNT/PyBA_TTF_GOx w roztworze 
elektrolitu. Elektrolit podstawowy: odtleniony 0.1 M bufor fosforanowy o pH 7.0. 
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Rys. 84. Chronoamperometryczna zależność gęstości prądu od czasu zarejestrowana dla 
warstwy PyBA/PEDOT_CNT/PyBA_TTF_GOx  podczas sukcesywnego dodawania 3 mM 
roztworu glukozy rejestrowana przy potencjale 0.3 V. 
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Rys. 85. Wykres Lineweavera – Burka obrazujący zależność odwrotności gęstości prądu do 
odwrotności stężenia glukozy dla układu PyBA/PEDOT_CNT/PyBA_TTF_GOx w roztworze 
elektrolitu. Elektrolit podstawowy: odtleniony 0.1 M bufor fosforanowy o pH 7.0. 
 
 
7.3.5. Badanie trwałości warstwy 
CNT/PyBA/PEDOT_CNT/PyBA_TTF_GOx   
 
 Stabilność układu hybrydowego została wyznaczona na dwa sposoby. W pierwszym 
przypadku przeprowadzono eksperyment chronoamperometryczny, w czasie którego 
zarejestrowano gęstość prądu od czasu (rys. 86). W czasie badania, trwającego 180 minut 
zarejestrowano krzywą chronoamperometryczną przy potencjale 0.2 V vs Ag/AgCl, w 20 mM 
roztworze glukozy. W ciągu pierwszych 5 minut nastąpił gwałtowny spadek gęstości prądu    
(z 0.60 do 0.42 mA/cm
2), później odpowiedź była prawie niezmienna (0.42 ± 0.02 mA/cm2).  
 Stabilność układu zbadano również na podstawie procentowego spadku gęstości 
prądowej. W różnych odstępach czasu zarejestrowano cykliczne krzywe 
woltamperometryczne dla układu CNT/PyBA/PEDOT_CNT/PyBA_TTF_GOx w 20 mM 
roztworze glukozy. Gdy elektroda nie była używana, przechowywana była w lodówce, w 
temp 4 °C. Po 35 dniach nastąpił 23% spadek gęstości prądu w stosunku do wartości 
początkowej ( rys. 87).  
 Wyniki obu eksperymentów świadczą o dobrej stabilności fizykochemicznej układu 
CNT/PyBA/PEDOT_CNT/PyBA_TTF_GOx. Prawdopodobnie spowodowane jest to efektem 
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stabilizującym wynikającym z obecności grup karboksylowych z PyBA, które biorą udział w 
tworzeniu wiązań amidowych z enzymem, zapobiegających wyciekaniu biokatalizatora. 
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Rys. 86. Chronoamperometryczna zależność gęstości prądu od czasu zarejestrowana dla 
warstwy CNT/PyBA/PEDOT_CNT/PyBA_TTF_GOx  przy potencjale 0.2 V w obecności 
roztworu 20 mM glukozy w czasie 3 godzin. 
0 10 20 30 40
0.2
0.4
0.6
0.8
1.0
1.2
 
 
j 
[m
A
/c
m
2
]
 t [dni]
 
Rys. 87. Badanie stabilności układu CNT/PyBA/PEDOT_CNT/PyBA_TTF_GOx  na 
podstawie zarejestrowanych wartości gęstości prądów w 20 mM roztworze glukozy, w 
różnych odstępach czasu. 
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Podsumowanie 
 
 W niniejszym rozdziale przedstawiono  hybrydowy układ CNT/PyBA_TTF_GOx 
osadzony na matrycy CNT/PyBA/PEDOT do bioelektrokatalitycznego utleniania glukozy. 
Obecność nanorurek węglowych modyfikowanych PyBA poprawia trwałość układu i 
dystrybucję ładunku do centrum aktywnego enzymu znajdującego się w warstwie. Nanorurki 
węglowe, równomiernie rozprowadzone zarówno w warstwie polimeru przewodzącego jak i 
warstwie enzymatycznej, tworzą trójwymiarową sieć poprawiając całkowite przewodnictwo 
elektronowe w warstwie biokatalitycznej. Obecność TTF umożliwia przepływ elektronów z 
centrum aktywnego enzymu do powierzchni elektrody. Dzięki temu, że tetratiafulwalen 
posiada układ sprzężonych wiązań i może oddziaływać z nanorurkami węglowymi poprzez 
elektrostatyczne oddziaływania typu π-π, przeniesienie elektronu staje się jeszcze łatwiejsze. 
Wprowadzenie matrycy CNT/PyBA/PEDOT poprawia ogólną aktywność katalityczną 
elektroutleniania glukozy, poprzez zachodzenie procesu utleniania przy niższych potencjałach 
i  uzyskanie wyższych gęstości prądu, a także stabilizuje cały układ. 
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8. Bioelektrokatalityczne utlenianie glukozy na zintegrowanych 
układach kompozytowych w procesie bezpośredniego przeniesienia 
elektronu 
 
Wstęp 
Bezpośrednie przeniesienie elektronu (DET) ma ogromne znaczenie w badaniu 
podstawowych mechanizmów reakcji redoks oraz praktyczne (w rozwoju urządzeń 
bioelektronicznych, takich jak biosensory czy bioogniwa paliwowe). Jednakże przeniesienie 
elektronu pomiędzy powierzchnią elektrody a unieruchomioną cząsteczką biologiczną jest 
trudne do osiągnięcia, ze względu na występujące problemy, takie jak: głębokie umieszczenie  
centrum aktywnego enzymu wewnątrz cząsteczki biokatalizatora, pasywację enzymu 
spowodowaną adsorpcją na powierzchni elektrody czy niewłaściwą orientację 
zaadsorbowanego enzymu na powierzchni elektrody. Takie czynniki powodują, że 
bezpośrednie przeniesienie elektronu jest procesem powolnym, a czasami wręcz 
niemożliwym.  
W ciągu ostatnich lat trwają badania nad poszukiwaniem nanomateriałów, które 
odznaczałyby się wysokim przewodnictwem, biokompatybilnością, odpowiednią 
hydrofilowością, rozwiniętą powierzchnią i jednorodną porowatością [180, 181, 182, 183]. Ze 
względu na wyjątkowe właściwości chemiczne, fizyczne i elektryczne nanomateriały o 
odpowiedniej strukturze ułatwiają przeniesienie elektronu między powierzchnią elektrody a 
unieruchomionym białkiem, poprzez efektywne skrócenie odległości tunelowania elektronu 
[184, 185, 186, 187]. Najczęściej wykorzystywane nanomateriały, które maja zdolność 
bezpośredniego przeniesienia elektronu to struktury węglowe [188, 189, 190], tlenki metalu 
[191, 192, 193] i polimery przewodzące [194, 195]. 
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8.1. Przygotowanie i charakterystyka układu złożonego z nanorurek 
węglowych , palladu/tlenku palladu i oksydazy glukozy 
 
8.1.1. Przygotowanie zawiesiny nanorurek węglowych (CNT) 
 
 Zawiesinę nanorurek węglowych przygotowano poprzez odważenie 10 mg CNT i 
zalanie ich 5 ml wody destylowanej a następnie poddano działaniu ultradźwięków przez 
godzinę. Potem pobrano 0.5 ml przygotowanego roztworu CNT i dodano 100 µl etanolu, 
mieszano przez godzinę na mieszadle mechanicznym. Po tym czasie do roztworu dodano 10 
µl 5 % Nafionu i dalej mieszano przez godzinę.  
 Na czystą elektrodę z węgla szklistego nakroplono 3 µl roztworu nanorurek 
węglowych i pozostawiono do wyschnięcia. Następnie elektrodę z warstwą CNT 
umieszczono w odtlenionym roztworze 0.1 M buforu fosforanowego o pH 7.0 i cyklizowano 
20 segmentów w przedziale od 0.1 do -0.7 w celu stabilizacji warstwy. Potem zarejestrowano 
pojedynczy woltamperogram cykliczny. Dla elektrody z warstwą CNT osadzonej na 
elektrodzie zaobserwowano duży prąd pojemnościowy w porównaniu do czystej elektrody 
(rys. 88). 
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Rys. 88. Krzywe woltamperometryczne zarejestrowane dla czystej elektrody (linia 
kropkowana) i dla warstwy CNT (linia ciągła) osadzonej na elektrodzie z węgla szklistego, 
elektrolit podstawowy: 0.1 M bufor fosforanowy o pH 7.0, szybkość polaryzacji 25 mV/s.   
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8.1.2. Przygotowanie warstwy CNT_Pd/PdO 
 
 Elektroda modyfikowana warstwą CNT_Pd/PdO została przygotowana poprzez 
nakroplenie 3 µl nanorurek węglowych i wysuszenie, a następnie  elektroosadzanie z 
roztworu modyfikującego który był mieszaniną: 0.4 mM PdCl2, 0.2 M K2SO4 i 0.1 M HCl. 
Zarejestrowano 25 segmentów w zakresie potencjałów od 1.2 V do -0.3 V z szybkością 
zmiany potencjału równą 50 mV/s. Następnie elektrodę wyjęto z roztworu, opłukano wodą 
destylowaną i pozostawiono do wyschnięcia. Po wysuszeniu warstwy, zarejestrowano 
woltamperogramy cykliczne w odtlenionym buforze fosforanowym o pH 7.0 w zakresie od 
0.1 V do -0.7 V. Nie zaobserwowano żadnych pików w tym zakresie (rys. 89).  
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Rys. 89. Krzywe woltamperometryczne zarejestrowane dla warstwy CNT_Pd/PdO osadzonej 
na elektrodzie z węgla szklistego, elektrolit podstawowy: 0.1 M bufor fosforanowy pH 7.0, 
szybkość polaryzacji 5mV/s.   
 
Na rysunku 90 przedstawiono zdjęcia wykonane za pomocą skaningowego 
mikroskopu elektronowego przedstawiającego pallad/tlenek palladu (a) oraz pallad/tlenek 
palladu na nanorurkach węglowych (b) osadzonych na węglu szklistym. Jak wynika z 
zamieszczonych zdjęć nanocząstki palladu/tlenku palladu tworzą skupiska o nieregularnych 
kształtach i rozmiarach.  
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Rys. 90. Zdjęcia palladu/tlenku palladu osadzonego na węglu szklistym (a) oraz na 
nanorurkach węglowych (b) wykonane przy pomocy skaningowego mikroskopu 
elektronowego. 
 
8.1.3. Przygotowanie i charakterystyka układu CNT_Pd/PdO_GOx 
 
W celu przygotowania elektrody pokrytej warstwą CNT_Pd/PdO_GOx, na elektrodę 
nakroplono 3 µl nanorurek węglowych i wysuszono, a następnie osadzono tlenek palladu z 
roztworu modyfikującego, w analogicznych warunkach jak powyżej. Elektrodę z warstwą 
CNT_Pd/PdO wyjęto z roztworu, opłukano wodą destylowaną i wysuszono. Następnie 
nakroplono 7 µl roztworu enzymu (oksydazy glukozy), powstałego poprzez rozpuszczenie     
1 mg oksydazy glukozy w 25 µl buforu fosforanowego, a następnie dodanie 1.5 µl aldehydu 
glutarowego 5 %. Po wysuszeniu w temperaturze pokojowej na elektrodę nakroplono 5 µl 
Nafionu i pozostawiono do wyschnięcia. Na rysunku 91 przedstawiono schemat 
przygotowania warstwy.  
 
Rys. 91. Schemat przygotowania warstwy biokatalitycznej. 
 Tak przygotowaną elektrodę z warstwą opłukano wodą destylowaną i umieszczono w 
odtlenionym buforze fosforanowym o pH 7.0 a następnie zarejestrowano woltamperogram 
cykliczny w zakresie od 0.1 V do -0.7 V vs Ag/AgCl ( rys. 92). 
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Rys. 92. Krzywa woltamperometryczna zarejestrowana na elektrodzie z węgla szklistego 
pokrytego warstwą CNT_Pd/PdO_GOx. Elektrolit podstawowy: 0.1 M bufor fosforanowy o 
pH 7.0. Szybkość polaryzacji 5 mV/s.  
 
Na przedstawionym woltamperogramie widać parę symetrycznych, dobrze 
zdefiniowanych pików z potencjałem anodowym piku równym -0.413 V i  potencjałem 
katodowym piku równym  -0.437 V. Potencjał formalny wynosi -0.425 V. Wartość ta jest 
potwierdzeniem, że para pików pojawiająca się na warstwie CNT_Pd/PdO_GOx jest zgodna z 
realnym zachowaniem centrum redoks enzymu FAD i ulega odwracalnej reakcji na 
elektrodzie  w czasie cyklu woltamperometrycznego:  
GOx (FAD) + 2 H
+
 + 2e
-
 → GOx (FADH2)                                        Równanie 23 
GOx (FADH2) – 2e
-
 → GOx (FAD) + 2 H+                                        Równanie 24 
gdzie FAD i FADH2 to utleniona i zredukowana forma centrum aktywnego GOx. Różnica 
pomiędzy potencjałami pików utlenienia i redukcji wynosi 23 mV, a stosunek prądu piku 
anodowego i katodowego jest równy jedności. Należy spodziewać się, że nanostruktury 
palladu, wykazujące silne powinowactwo do wodoru (adsorpcja, absorpcja) katalizują reakcje 
odwracalnego uwodornienia FAD do FADH2. Takie wyniki wskazują, że oksydaza glukozy 
ulega odwracalnemu  procesowi redoks. Pokrycie powierzchni dla piku anodowego wynosi 
3.9·10-10 mol/cm2 co jest równoznaczne z pokryciem monowarstwowym lub sub-
monowarstwowym, natomiast liczba elektronów biorących udział w reakcji jest równa 2.  
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 Zarejestrowano również krzywe woltamperometryczne dla oksydazy glukozy 
unieruchomionej na nanorurkach węglowych oraz na warstwie palladu/tlenku palladu. Obie 
warstwy zostały wykonane w analogicznych warunkach jak  elektroda z warstwą 
CNT_Pd/PdO_GOx. W celu przygotowania warstwy CNT_GOx na elektrodę nakroplono 3 µl 
nanorurek węglowych i wysuszono,  a następnie 7 µl roztworu oksydazy glukozy 
(przygotowanego według przepisu podanego wcześniej) i pozostawiono do wyschnięcia w 
temp. pokojowej. Ostatnim etapem było nakroplenie 5 µl Nafionu i wysuszenie. Aby 
przygotować warstwę Pd/PdO_GOx elektrodę zanurzono w roztworze modyfikującym i 
rozpoczęto elektroosadzanie poprzez cyklizowanie przez 25 segmentów w zakresie 
potencjałów od 1.2 V do -0.3 V z szybkością zmiany potencjału równą 50 mV/s. Następnie 
elektrodę opłukano wodą destylowaną, nakroplono 7  µl roztworu enzymu i pozostawiono do 
wyschnięcia. Potem nakroplono 5 µl Nafionu i wysuszono. W przypadku układu CNT_GOx 
zaobserwowano parę dobrze zdefiniowanych pików przy potencjale formalnym równym         
-0.424 V. Stosunek prądu piku anodowego i katodowego  jest bliski jedności, natomiast 
pokrycie powierzchni dla piku anodowego jest równe 9.9·10-11 mol/cm2. W porównaniu do 
układu CNT_PdO_GOx piki są słabiej wykształcone. Natomiast dla układu Pd/PdO_GOx 
zaobserwowano najsłabiej zdefiniowane piki, charakterystyczne dla centrum redoks FAD 
(rys. 93). Potencjał formalny dla tej pary pików jest równy -0.415 V.  
 
Rys. 93. Krzywe woltamperometryczne zarejestrowane na elektrodzie z węgla szklistego 
pokrytego warstwą CNT_Pd/PdO_GOx (linia ciągła), CNT_GOx (linia przerywana) i 
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Pd/PdO_GOx (linia kropkowana). Elektrolit podstawowy: 0.1 M bufor fosforanowy o pH 7.0. 
Szybkość polaryzacji 5 mV/s.  
 
Dla układu CNT_Pd/PdO_GOx zarejestrowano również krzywe 
woltamperometryczne w zależności od szybkości zmiany potencjału od 1 mV/s do 1225 mV/s 
(rys. 94). Gęstości prądów pików zarówno anodowych jak i katodowych są proporcjonalne do 
szybkości polaryzacji i wykazują liniową zależność do wartości 1225 mV/s, sugerując 
odwracalny charakter powierzchniowego (szybkiego) przeniesienia ładunku (rys. 95).  
 
Rys. 94. Krzywe woltamperometryczne warstwy CNT_Pd/PdO_GOx zarejestrowane przy 
różnych szybkościach polaryzacji (od 1 mV/s do 1225 mV/s) w odtlenionym 0.1 M buforze 
fosforanowym o pH 7.0. 
 
Wraz ze wzrostem szybkości polaryzacji potencjał piku utlenienia przesuwa się w 
stronę bardziej dodatnich wartości o 45 mV, natomiast potencjał piku redukcji w stronę 
bardziej ujemnych o 69 mV (tabela 5). Potencjał formalny pary pików niewiele się zmienia 
dla różnych szybkości polaryzacji, różnice wahają się w granicach ok. 10 mV. 
Rozseparowanie pików dla szybkości polaryzacji poniżej 100 mV/s waha się w granicach 20–
25 mV/s, sugerując powierzchowny charakter przeniesienia ładunku.  
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Rys. 95. Zależność gęstości prądu piku anodowego i katodowego dla warstwy 
CNT_Pd/PdO_GOx dla różnych szybkości zmian potencjału. 
 
 
v Epa Epk 
1 -0.407 -0.426 
4 -0.407 -0.426 
9 -0.408 -0.426 
16 -0.409 -0.428 
25 -0.408 -0.43 
36 -0.408 -0.431 
49 -0.408 -0.432 
64 -0.408 -0.433 
81 -0.408 -0.434 
100 -0.407 -0.435 
121 -0.406 -0.435 
144 -0.406 -0.437 
169 -0.406 -0.438 
196 -0.404 -0.44 
225 -0.404 -0.441 
256 -0.403 -0.442 
289 -0.402 -0.443 
324 -0.401 -0.446 
361 -0.4 -0.447 
400 -0.398 -0.448 
441 -0.398 -0.451 
484 -0.396 -0.453 
529 -0.398 -0.455 
129 
 
 
 
Tabela 5. Zestawienie wartości potencjału piku anodowego (Epa) i katodowego (Epk) w 
zależności od szybkości zmiany potencjału (odczytane z rys. 94). 
W celu optymalizacji układu zbadano jaki wpływ na gęstość prądową pików 
pochodzących od pary FAD/FADH2 w buforze fosforanowym nasyconym argonem oraz 
gęstość prądową w buforze fosforanowym nasyconym tlenem ma stężenie zastosowanego 
PdCl2 w roztworze modyfikującym. Jak wynika z rysunku 96, najbardziej wykształcone piki, 
o najwyższej gęstości prądowej zaobserwowano gdy do sporządzenia roztworu 
modyfikującego wykorzystano PdCl2 o stężeniu równym 0.4 mM. W przypadku pozostałych 
stężeń piki były słabiej wykształcone. 
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Rys. 96. Krzywe woltamperometryczne dla układu CNT_Pd/PdO_GOx w zależności od 
stężenia PdCl2. Elektrolit podstawowy: odtleniony bufor fosforanowy, pH 7.0. Szybkość 
zmiany potencjału 5 mV/s. 
576 -0.396 -0.453 
625 -0.394 -0.457 
676 -0.392 -0.46 
729 -0.391 -0.462 
784 -0.39 -0.464 
841 -0.389 -0.465 
900 -0.387 -0.467 
961 -0.386 -0.469 
1024 -0.385 -0.470 
1089 -0.384 -0.472 
1156 -0.382 -0.474 
1225 -0.381 -0.476 
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Rys. 97. Krzywe woltamperometryczne dla układu CNT_Pd/PdO_GOx w zależności od 
stężenia PdCl2. Elektrolit podstawowy: bufor fosforanowy, pH 7.0 nasycony tlenem. Szybkość 
zmiany potencjału 5 mV/s. 
 
Uzyskane wyniki potwierdziły się również w roztworze buforu fosforanowego 
nasyconego tlenem (rys. 97). Najwyższe gęstości prądowe oraz najwyższy potencjał redukcji 
tlenu zaobserwowano w przypadku kiedy w roztworze modyfikującym znajdował się PdCl2 o 
stężeniu 0.4 mM.  
Dla układu CNT_Pd/PdO_GOx przeprowadzono również badania w buforze 
fosforanowym o różnym pH. Zarejestrowano krzywe woltamperometryczne w odtlenionych 
buforach o pH 6, 7 i 8. Na podstawie woltamperogramów (rys. 98) zaobserwowano, że wraz 
ze wzrostem pH nastąpiło przesunięcie potencjałów pików utlenienia i redukcji pary 
FAD/FADH2 w stronę bardziej ujemnych potencjałów. Gęstość prądu piku praktycznie się nie 
zmienia w tym zakresie pH. Na podstawie zależności potencjału formalnego (E0) od pH (rys. 
99) wyznaczono nachylenie, które jest równe 55 mV. Wartość ta jest bardzo bliska wartości 
teoretycznej (58.6 mV/pH) dla odwracalnego procesu jednoelektronowego.  
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Rys. 98. Krzywe woltamperometryczne zarejestrowane dla warstwy CNT_Pd/PdO_GOx w 
odtlenionym 0.1 M buforze fosforanowym o różnym pH: 6.0 (-), 7.0 (-), 8.0 (-). Szybkość 
zmiany potencjału 5 mV/s. 
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Rys. 99. Zależność potencjału formalnego od pH dla warstwy CNT_Pd/PdO_GOx. 
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8.1.3.1. Oznaczenie glukozy na warstwie CNT_Pd/PdO_GOx w nieobecności tlenu 
 
W celu zbadania utlenienia glukozy w reakcji bezpośredniego przeniesienia elektronu 
zarejestrowano krzywe woltamperometryczne w odtlenionym buforze fosforanowym 
zawierającym różne stężenia glukozy (rys. 100). W nieobecności glukozy zaobserwowano 
parę dobrze zdefiniowanych pików pochodzących od FAD/FADH2. Wraz ze wzrostem 
stężenia glukozy, gęstość prądu pików anodowego i katodowego zmniejsza się, co można 
wyjaśnić za pomocą reakcji: 
glukoza + GOx (FAD) → kwas glukonowy + GOx (FADH2)              Równanie 6 
Równanie wskazuje, że centrum aktywne FAD z oksydazy glukozy jest bezpośrednio 
zaangażowane w reakcję utlenienia glukozy. Gdy stężenie glukozy wzrasta, FAD jest 
przekształcany w FADH2, prowadząc do ciągłego spadku gęstości prądów pików anodowego 
i katodowego [112]. 
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Rys. 100. Cykliczne krzywe woltamperometryczne zarejestrowane na elektrodzie z węgla 
szklistego zmodyfikowanej warstwą CNT_Pd/PdO_GOx w odtlenionym 0.1 M buforze 
fosforanowym o pH 7.0 po dodaniu różnych stężeń glukozy (1 mM, 2 mM, 5 mM, 10 mM, 50 
mM, 100 mM, 500 mM i 1 M). Szybkość polaryzacji 5 mV/s. 
 Rysunek 101 przedstawia krzywe katodowe (z rysunku powyżej) po odjęciu tła. 
Wielkość prądu piku katodowego maleje wraz ze wzrostem stężenia glukozy [113]. 
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Rys. 101. Krzywe katodowe ( z rys . 100) po odjęciu tła.  
Aktywność oksydazy glukozy unieruchomionej na warstwie CNT_Pd/PdO została 
zbadana za pomocą woltamperometrii cyklicznej w buforze fosforanowym nasyconym 
argonem, w obecności różnych stężeń glukozy.  
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Rys. 102. Krzywe woltamperometryczne zarejestrowane dla warstwy CNT_Pd/PdO_GOx w 
odtlenionym buforze fosforanowym o pH 7.0 po dodatku różnych stężeń glukozy, szybkość 
polaryzacji 5 mV/s. 
Rysunek 102 pokazuje woltamperogramy cykliczne dla układu CNT_Pd/PdO_GOx  w 
obecności 10, 20 i 30 mM glukozy. Zaobserwowano, że gęstość prądu anodowego wzrasta 
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wraz ze wzrostem stężenia glukozy ale bioelektrokatalityczne utlenianie substratu zaczyna się 
dopiero przy potencjale 0.75 V vs Ag/AgCl.  
 
8.1.3.2.  Oznaczenie glukozy na warstwie CNT_Pd/PdO_GOx w obecności tlenu 
                 Podobne pomiary zostały przeprowadzone w natlenionym buforze fosforanowym o 
pH 7.0. Najpierw zarejestrowano cykliczną krzywą woltamperometryczną dla układu w 
odtlenionym buforze fosforanowym, a następnie w natlenionym w zakresie potencjałów od 
0.1 do -0.7 V vs Ag/AgCl (rys.103). W obecności tlenu zaobserwowano gwałtowny wzrost 
katodowego prądu redukcji tlenu oraz całkowity zanik prądu anodowego. Potencjał przy 
którym zaczyna się proces redukcji jest równy -0.1 V vs Ag/AgCl.         
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Rys. 103. Krzywe woltamperometryczne zarejestrowane dla warstwy CNT_Pd/PdO_GOx w 
odtlenionym (-) i natlenionym (-) 0.1 M buforze fosforanowym o pH 7.0, szybkość zmiany 
potencjału 5 mV/s.   
 
W trakcie dodawania glukozy, katodowy prąd redukcji zmniejsza się (rys. 104) 
proporcjonalnie do wzrastającego stężenia glukozy. Zależność wykazuje liniowość w zakresie 
stężeń od 0.5 do 4 mM glukozy (rys. 105), z czułością równą 59 µA /mM·cm2. Oksydaza 
glukozy katalizuje reakcję utleniania β-D-glukozy wykorzystując tlen jako akceptor 
elektronów. Ilość glukozy jest oznaczana poprzez monitorowanie spadku prądu piku redukcji 
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na warstwie CNT_Pd/PdO_GOx. Proces elektrokatalityczny przebiega według następujących 
równań:  
GOx (FAD) + 2H
+
 + 2e
-
 ↔ GOx (FADH2)                                         Równanie 23 
w odtlenionym buforze fosforanowym, 
GOx (FADH2) + O2 → GOx (FAD) +H2O2                                          Równanie 5                          
w natlenionym buforze fosforanowym 
Po dodaniu glukozy, elektrokatalityczna reakcja pomiędzy utlenioną formą oksydazy 
glukozy a glukozą zachodzi według równania: 
GOx (FAD) + glukoza → GOx (FADH2) + kwas glukonowy [196]    Równanie 6 
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Rys. 104. Krzywe woltamperometryczne zarejestrowane dla elektrody pokrytej warstwą 
CNT_Pd/PdO_GOx w natlenionym 0.1 M buforze fosforanowym po dodatku glukozy; 
szybkość zmiany potencjału 5 mV/s. 
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Rys. 105. Krzywa kalibracyjna zależności gęstości prądu piku od stężenia glukozy.  
Zarejestrowano również woltamperogramy cykliczne dla układów CNT_GOx i 
Pd/PdO_GOx w roztworze buforu fosforanowego nasyconego tlenem. W obu przypadkach 
zaobserwowano odpowiedzi prądowe, są one jednak dużo niższe niż dla układu 
CNT_Pd/PdO_GOx (rys. 106).  
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Rys. 106. Krzywe woltamperometryczne zarejestrowane dla warstwy CNT_Pd/PdO_GOx 
(linia ciągła), CNT_GOx (linia przerywana) i Pd/PdO_GOx (linia kropkowana) w nasyconym 
tlenem 0.1 M buforze fosforanowym o pH 7.0, szybkość zmiany potencjału 5 mV/s.   
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W przypadku układu z oksydazą glukozy unieruchomioną na nanorurkach węglowych 
po dodatku 0.5 mM, 1 mM i 1.5 mM glukozy prąd redukcji zmniejszał się, jednak dodatek 2 
mM roztworu glukozy spowodował, że prąd redukcji przestał maleć (rys. 107).Widać 
również, że odpowiedzi nie są proporcjonalne do stężenia glukozy, co może świadczyć o 
niestabilności układu. Dla układu w którym oksydaza glukozy znajduje się na warstwie 
palladu/tlenku palladu, po dodatku glukozy w buforze nasyconym tlenem również 
zaobserwowano reakcję utleniania glukozy. Po dodatku roztworu glukozy o stężeniach 0.5 
mM i 1 mM katalityczny prąd redukcji malał, jednak po dodaniu stężenia równego 1.5 mM 
glukozy prąd ponownie wzrósł (rys. 108). Takie zachowanie również wskazuje na 
niestabilność układu, które może być spowodowane niewielką ilością zaadsorbowanego 
biokatalizatora.  
    
 
Rys. 107. Krzywe woltamperometryczne zarejestrowane dla elektrody pokrytej warstwą CNT 
_GOx w natlenionym 0.1 M buforze fosforanowym po dodatku glukozy; szybkość zmiany 
potencjału 5 mV/s. 
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Rys. 108. Krzywe woltamperometryczne zarejestrowane dla elektrody pokrytej warstwą 
Pd/PdO _GOx w natlenionym 0.1 M buforze fosforanowym po dodatku glukozy; szybkość 
zmiany potencjału 5 mV/s. 
Wprowadzenie nanorurek węglowych do bioelektrokatalitycznego układu powoduje 
wzrost gęstości prądu redukcji tlenu oraz przesunięcie potencjału w stronę bardziej dodatnich 
wartości. Kombinacja nanorurek węglowych i nanostruktur palladu/tlenku palladu wykazuje 
efekt synergistyczny. Zastosowanie nanostruktur węglowych zwiększa powierzchnię aktywną 
katalizatorów (poprzez rozwinięcie podłoża)  i poprawia dystrybucję ładunku między warstwą 
bioelektrokatalityczną a powierzchnią elektrody. Natomiast nanostruktury Pd/PdO  
prawdopodobnie katalizują uwodornienie FAD.  
Aby określić kinetykę elektrokatalitycznego utleniania glukozy dla układu złożonego 
z nanorurek węglowych, palladu/tlenku palladu i oksydazy glukozy zastosowano metodę 
chronoamperometryczną. Elektrodę z warstwą umieszczono w natlenionym roztworze 0.1 M 
buforu fosforanowego o pH 7.0 i rejestrowano prąd katalityczny w czasie po stopniowym 
dodatku 0.3 mM roztworu glukozy przy potencjale -0.5 V (rys. 109). Wraz ze wzrostem 
stężenia glukozy zaobserwowano wzrost prądu katalitycznego. Z zależności gęstości prądu od 
stężenia glukozy wykreślono krzywą kalibracyjną, z zakresem liniowym od 0 do prawie 2 
mM (rys. 110). Czułość układu jest równa 182 µA/mM·cm2. Układ osiągnął 10 % 
maksymalnej wartości gęstości prądu w ciągu 10 sekund, co wskazuje na dosyć szybką 
odpowiedź układu.  
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Rys. 109. Chronoamperometryczna zależność gęstości prądu od czasu zarejestrowana dla 
warstwy CNT_Pd/PdO_GOx podczas dodawania 0.3 mM roztworu glukozy przy potencjale -
0.5 V. Elektrolit podstawowy: 0.1 M bufor fosforanowy, pH 7.0. 
0.0 0.5 1.0 1.5 2.0 2.5 3.0
-0.40
-0.35
-0.30
-0.25
-0.20
-0.15
-0.10
-0.05
0.00
 
 
j 
[m
A
/c
m
2
]
C [mM]
 
Rys. 110. Krzywa kalibracyjna zależności gęstości prądu od stężenia glukozy. 
 
 Aby sprawdzić czy układ jest czuły na interferenty również zastosowano metodę 
amperometryczną.  Identycznie jak w poprzednim przypadku, elektrodę umieszczono w 
roztworze buforu fosforanowego nasyconego tlenem i rejestrowano prąd katalityczny po 
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dodaniu roztworu glukozy, roztworu kwasu moczowego i roztworu kwasu askorbinowego o 
jednakowym stężeniu (0.3 mM). Jak można zaobserwować na rysunku 111 tylko w 
przypadku glukozy zaobserwowano znaczny wzrost prądu, co może świadczyć o dobrej 
selektywności układu. Może to wynikać z faktu, że pomiary były wykonywane metodą 
redukcji przy niskich potencjałach (-0.5 V) co zapobiega interferencjom powstałym poprzez 
substancje przeszkadzające, utleniające się przy wyższych potencjałach [197].  
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Rys. 111.  Chronoamperometryczna zależność gęstości prądu od czasu zarejestrowana dla 
warstwy CNT_Pd/PdO_GOx podczas dodawania 0.3 mM roztworu glukozy, 0.3 mM kwasu 
moczowego i 0.3 mM kwasu askorbinowego przy potencjale -0.5 V. Elektrolit podstawowy: 
0.1 M bufor fosforanowy, pH 7.0. 
 
  
8.1.3.3. Badanie trwałości warstwy CNT_Pd/PdO_GOx 
 
Jeśli elektroda nie była używana, przechowywano ją w lodówce, w roztworze buforu 
fosforanowego. Po dwóch tygodniach elektrodę z warstwą CNT_Pd/PdO_GOx wyjęto i 
opłukano wodą destylowaną, a następnie zarejestrowano cykliczną krzywą 
woltamperometryczną w zakresie od 0.1 do -0.7 V vs Ag/AgCl. Jak wynika z rysunku 112 po 
14 dniach nastąpił spadek gęstości prądów pików o niecałe 10% w przypadku piku 
anodowego i o 16% dla piku katodowego. 
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Rys. 112. Krzywe woltamperometryczne dla układu CNT_Pd/PdO_GOx zarejestrowane w 
różnych odstępach czasu. Elektrolit podstawowy: 0.1M bufor fosforanowy (pH 7.0), szybkość 
polaryzacji 5 mV/s. 
 
Podsumowanie 
 
W niniejszym rozdziale opisano układ złożony z nanostruktur węglowych, tlenku 
metali oraz biokatalizatora, o potencjalnym zastosowaniu jako bioczujnika do oznaczania  
glukozy.     
Do skonstruowania układu wykorzystane zostały nanorurki węglowe (CNT),  których 
wprowadzenie przyczyniło się do efektywniejszego przeniesienie elektronu między centrum 
aktywnym enzymu a powierzchnią elektrody, a także posłużyło lepszej immobilizacji 
oksydazy glukozy. Pallad/tlenek palladu, wykorzystany w badaniach wzmocnił bezpośrednie 
przeniesienie elektronu między centrum aktywnym biokatalizatora a powierzchnią elektrody. 
Dodatkowo obecność nanocząstek palladu/tlenku palladu zwiększyła powierzchnię aktywną 
dla immobilizacji enzymu. Zastosowanie nanorurek węglowych wraz z tlenkiem metalu  
usprawniło przeniesienie elektronu pomiędzy centrum aktywnym enzymu a powierzchnią 
elektrody. W związku z tym, że w zaproponowanym układzie elektrony są przenoszone 
bezpośrednio między enzymem a powierzchnią elektrody, problem znalezienia i użycia 
mediatora zostaje wyeliminowany.  
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Podsumowanie i wnioski 
 
W niniejszej pracy doktorskiej skupiłam się na opracowaniu metodologii 
przygotowania i skonstruowania oraz charakterystyce fizykochemicznej hybrydowych 
układów do utleniania glukozy. Jako biokatalizator, ze względu na ogólną dostępność, 
stabilność i selektywność w stosunku do substratu (glukozy) do budowy wszystkich układów 
wykorzystano oksydazę glukozy. Charakteryzuje się specyficznością wobec β-D-glukozy 
oraz niewielką aktywnością wobec innych cukrów. Do skonstruowania układów 
wykorzystano nanorurki węglowe, ze względu na ich dobre przewodnictwo elektronowe, 
dobre właściwości mechaniczne oraz trwałość fizykochemiczną. Wprowadzenie nanorurek do 
zintegrowanych układów powoduje szybsze przeniesienie elektronu pomiędzy centrum 
aktywnym enzymu a powierzchnią elektrody. Modyfikacja tych nanostruktur kwasem 4-pirol-
1-yl benzoesowym (PyBA) prowadzi do wprowadzenia do układu grup karboksylowych, 
które mają znaczenie w procesie unieruchamiania enzymu do powierzchni warstwy 
hybrydowej, co przeciwdziała ubytkom biokatalizatora z układu. Modyfikacja nanorurek 
PyBA sprzyja także ich stabilizacji oraz zapobiega ich aglomeracji. Obecność kwasu 4-pirol-
1-yl benzoesowego poprawia trwałość i homogeniczność warstwy biokatalitycznej. Strukturę 
nanorurek stabilizowanych PyBA zbadano przy użyciu transmisyjnego mikroskopu 
elektronowego.  
Zaprojektowano i przygotowano warstwę kompozytową w skład której wchodziły 
nanorurki węglowe modyfikowane PyBA, oksydaza glukozy (GOx) oraz siarczan N-
metylofenazyny – mediator umożliwiający efektywny przepływ elektronów między centrum 
aktywnym biokatalizatora a powierzchnią elektrody. Dzięki wprowadzeniu NMP do układu 
możliwe było przeprowadzenie elektroutlenienia glukozy przy mniej dodatnim potencjale, co 
może przyczynić się do wyeliminowania substancji przeszkadzających. Morfologię warstwy 
zawierającej NMP zbadano przy użyciu skaningowego mikroskopu elektronowego i 
mikroskopu sił atomowych. Istotne jest również położenie (rozmieszczenie) mediatora w 
układzie. Gdy NMP stanowi najbardziej zewnętrzną warstwę i znajduje się w bezpośrednim 
kontakcie z Nafionem, uzyskujemy znaczny wzrost gęstości prądu oraz przesunięcie 
potencjału utleniania glukozy w stronę bardziej ujemnych wartości. Jak wynika z badań, 
znaczącą rolę w unieruchomieniu mediatora odgrywa Nafion. Jony sodowe z grup 
sulfonowych pochodzących od Nafionu podstawiane są przez jony mediatora, co powoduje 
zatrzymywanie ich w warstwie i zapobiega ubytkowi NMP z układu.  
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Nanorurki modyfikowane PyBA zostały również wykorzystane do wytworzenia 
matrycy z polimerem przewodzącym. Wprowadzenie dodatnio naładowanego polimeru 
przewodzącego sprzyja równomiernemu rozprowadzeniu nanorurek węglowych  oraz tworzy 
trójwymiarową sieć poprawiając przewodnictwo elektronowe w układzie. Na podstawie 
przeprowadzonych badań dowiedziono, że wprowadzenie PEDOTu do warstwy hybrydowej 
powoduje wzrost mechanicznej trwałości oraz polepszenie dystrybucji ładunku w obrębie 
układu bioelektrokatalitycznego. Wprowadzenie do układu PyBA poprawiło porowatość 
matrycy, zwiększając jednocześnie zdolność do silnego oddziaływania z enzymem. Tak 
skonstruowana matryca może zapobiegać desorpcji katalizatora z układu. Do zbadania 
morfologii  matrycy wykorzystano skaningowy mikroskop elektronowy. Zaprojektowano i 
przygotowano hybrydowy układ wykorzystujący przewodzącą matrycę CNT/PyBA/PEDOT, 
nanorurki modyfikowane PyBA, mediator tetratiafulwalen (TTF) oraz biokatalizator – 
oksydazę glukozy. Obecność TTF, podobnie jak NMP umożliwia efektywny przepływ 
elektronów z centrum aktywnego enzymu do powierzchni elektrody. Wprowadzenie matrycy 
CNT/PyBA/PEDOT do układu zawierającego nanorurki węglowe modyfikowane PyBA, TTF 
i GOx poprawia ogólną aktywność katalityczną elektroutleniania glukozy, a także stabilizuje 
cały układ. 
Również zaprojektowano i przygotowano bioelektrokatalityczny układ hybrydowy 
zdolny do bezpośredniego przeniesienia elektronu z centrum aktywnego enzymu do 
powierzchni elektrody. Do skonstruowania układu wykorzystane zostały nanorurki węglowe, 
nanocząstki palladu/tlenku palladu oraz oksydaza glukozy. Wprowadzenie kombinacji 
nanorurek węglowych wraz z nanocząstkami tlenku metalu umożliwiło efektywne 
przeniesienie elektronu między enzymem a powierzchnią elektrody i bioelektrokatalityczne 
utlenienie glukozy. Można spodziewać się, że nanostruktury palladu katalizują reakcje 
odwracalnego uwodornienia FAD do FADH2. Dodatkowo nanocząstki, które charakteryzują 
się rozwiniętą powierzchnią umożliwiają zwiększenie ilości unieruchomionego enzymu. 
Pomiary wykonywane przy niskich potencjałach zapobiegają interferencjom powstałym 
poprzez substancje przeszkadzające, utleniające się przy wyższych potencjałach Możliwość 
bezpośredniego przeniesienia elektronu eliminuje konieczność użycia mediatora, który w 
czasie ciągłej pracy charakteryzuje się niską stabilnością oraz możliwością wyciekania z 
warstwy.  
Uzyskane wyniki wskazują, że możliwe jest skonstruowanie efektywnie działającego 
biokatalitycznego układu, charakteryzującego się dużą stabilnością oraz powtarzalnością, 
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który potencjalnie może zostać zastosowany w konstruowaniu bioczujników i bioogniw 
paliwowych.  
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Spis stosowanych skrótów 
 
AFM – mikroskopia sil atomowych 
CNT – nanorurki węglowe 
CNT/PyBA – nanorurki węglowe modyfikowane kwasem 4-pirol-1-yl benzoesowym 
DET – bezpośrednie przeniesienie elektronów 
Dapp – współczynnik dyfuzji 
E
0
 – potencjał formalny pary redoks 
FAD – dinukleotyd flawinoadeninowy 
GC – elektroda z węgla szklistego 
GOx – oksydaza glukozy 
HRP – peroksydaza chrzanowa 
IR – spektroskopia w podczerwieni 
Imax – prąd maksymalny  
jmax – maksymalna gęstość prądu 
KM – stała Michaelisa–Menten 
MET – mediowane (wspomagane) przeniesienie elektronu  
NMP – siarczan N-metylofenazyny 
PEDOT – poli(3,4-etylenodioksytiofen) 
Pd/PdO –  pallad/tlenek palladu 
PyBA – kwas 4-pirol-1-yl benzoesowy 
SEM – skaningowy mikroskop elektronowy 
TEM – transmisyjny mikroskop elektronowy 
TTF - tetratiafulwalen 
Γ – stężenie powierzchniowe centrów redoks 
ΔE – różnica między potencjałem piku anodowego i katodowego pary redoks 
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